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POVZETEK 
 
Človeška dipeptidil-peptidaza I (DPPI, tudi katepsin C; EC 3.4.14.1) je lizosomska cisteinska 
peptidaza iz družine papainu podobnih peptidaz. Za razliko ostalih članov družine v aktivni obliki ni 
monomer, ampak tetramer. Vsaka podenota je sestavljena iz katalitične in izključitvene domene, ki sta 
med seboj nekovalentno povezani. Izključitvena domena sterično ovira vezavo substrata v aktivno 
mesto in posledično določa eksopeptidazno aktivnost DPPI. Biološke vloge DPPI obsegajo 
nespecifično razgradnjo proteinov kakor tudi specifične naloge, npr. procesiranje cimogenov 
efektorskih serinskih peptidaz v celicah imunskega sistema. Ker je prekomerna aktivnost slednjih 
povezana z vnetnimi boleznimi je inhibicija DPPI ena izmed strategij farmacevtske industrije za 
zdravljenje teh bolezni.  
Namen te disertacije je bil identificirati in okarakterizirati prve modifikatorje, ki vplivajo na aktivnost 
DPPI z vezavo izven aktivnega mesta. V ta namen smo pripravili rekombinantni človeški encim DPPI v 
celicah HEK293T in prvič tudi v E. coli v topni obliki. Ugotovili smo, da je prvi v aktivni obliki 
tetramer (DPPItet), drugi pa monomer (DPPImono). Encima imata razen pretvorbenega števila kcat za 
sintetični substrat H-Gly-Phe-AMC in konstante hitrosti vezave ireverzibilnega inhibitorja E-64 
podobne lastnosti. Z analizo delovanja obeh oblik DPPI smo dokazali, da oligomerna struktura ni nujna 
za aktivnost encima. Ker sta oligomerna zgradba in izključitvena domena edinstveni med katepsini, 
smo v bakterijskem ekspresijskem sistemu pripravili tudi DPPI brez izključitvene domene (DPPIΔEX). 
Encim smo uspešno aktivirali in dokazali, da se po aktivaciji obnaša kot endopeptidaza, in ne več kot 
eksopeptidaza, kot je značilno za celoten encim DPPI, njena substratna specifičnost pa je podobna kot 
pri ostalih katepsinih. Katalitična domena DPPI je torej ohranila endopeptidazno aktivnost.   
Z molekulskim umeščanjem in silico ter eksperimentalnim testiranjem večjega števila spojin smo 
identificirali in kinetično okarakterizirali enajst modifikatorjev aktivnosti DPPI, ki glede na določene 
kinetične mehanizme ne tekmujejo s substratom za vezavo v aktivno mesto. Dve spojini sta imeli 
različni afiniteti za vezavo na obe obliki DPPI. S-[(2-gvanidino-4-tiazoil)metil] izotiourea je delovala 
kot linearen mešan inhibitor s prevladujočim akompetitivnim karakterjem z višjo afiniteto za DPPImono.  
Spojina Su-His-OMe, ki je delovala kot hiperbolični kompetitivni inhibitor pa je imela višjo afiniteto za 
DPPItet. Ta spojina se glede na računalniške napovedi veže na mesto, ki je homologno enemu izmed 
alosteričnih mest katepsina K, njeno vezavo na to mesto pa smo eksperimentalno potrdili tudi s 
točkovnimi mutantami DPPImono. Nasprotno je 2-[(3-nitrofenil)karbamoil]benzojska kislina imela 
podobni afiniteti za DPPImono in DPPItet, mehanizem delovanja spojine pa se je med obema oblikama 
razlikoval. Z identifikacijo in karakterizacijo teh modifikatorjev smo dokazali, da je aktivnost DPPI 
lahko regulirana z vezavo modifikatorjev izven aktivnega mesta in da ima tetramerna struktura lahko 
vpliv na regulacijo encimske aktivnosti. 
Ključne besede: katepsin, eksopeptidaza, oligomerni protein, kooperativnost, alosterija 
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ABSTRACT 
 
Dipeptidyl-peptidase I (DPPI, known also as cathepsin C, EC 3.4.14.1) is a lysosomal cysteine 
peptidase from the family of papain-like cysteine peptidases. DPPI is dfferent from other members of 
the family in that it is a tetramer in its active form, while others are active as monomers. Each subunit 
is composed of a catalytic and an exclusion domain that are non-covalently linked. The exclusion 
domain sterically interferes with substrate binding, making DPPI an exopeptidase. Biological roles of 
DPPI include non-specific protein degradation as well as activation of effector serine peptidases of the 
immune system. Excessive activity of the latter is involved in inflammatory diseases therefore 
inhibition of DPPI is a strategy for the treatment of these diseases.   
The aim of this thesis was to identify and characterize modifiers that affect DPPI activity by binding 
outside of the active site. For this purpose we prepared recombinant human DPPI in a mammalian 
expression system (HEK293T cells) and for the first time also in soluble form in a bacterial expression 
system (E. coli). As expected, the former was a tetramer in its active form (DPPItet), whereas the latter 
was a monomer (DPPImono). Both enzymes had similar functional properties with the exception of the 
turnover number kcat for the substrate H-Gly-Phe-AMC and the rate constant for the binding of the 
irreversible inhibitor E-64. These results show that formation of the tetrameric structure is not 
necessary for activity of DPPI. Since the oligomeric structure of DPPI and the exclusion domain are 
unique among cysteine cathepsins, we also produced recombinant DPPI without its exclusion domain 
(DPPIΔEX) in E. coli. We successfully activated DPPIΔEX and demonstrated that it acts as an 
endopeptidase, not an exopeptidase and has substrate specificity comparable to other monomeric 
cathepsin endopeptidases. The catalytic domain of DPPI has thus preserved its endopeptidase activity.  
Using molecular docking and experimental testing we identified and kinetically characterized 11 
modifiers of DPPI activity that acted via kinetic mechanisms consistent with binding outside of the 
active site. Two compounds showed different binding affinities for both forms of DPPI. S-[(2-
guanidino-4-thiazoyl)methyl] isothiourea, acted as a linear mixed inhibitor with predominantly 
uncompetitive character and showed greater affinity for DPPImono. In contrast, Su-His-OMe, a 
hyperbolic competitive inhibitor, showed greater affinity for DPPItet. According to computational 
docking results, Su-His-OMe binds to a site, homologous to a known allosteric site of cathepsin K. We 
experimentally confirmed this prediction using point mutants of DPPImono. 2-[(3-
nitrophenyl)carbamoyl]benzoic acid on the other hand, had similar affinity for DPPImono and DPPItet, 
but acted via different modification mechanisms. With the identification and characterization of these 
modifiers we have shown that DPPI can be regulated by the binding of effectors outside of the active 
site and that its tetrameric structure can have a role in enzyme activity regulation. 
Keywords: cathepsin, exopeptidase, oligomeric protein, cooperativity, allostery 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% (m/v)         utežni odstotek 
% (v/v)           volumski odstotek 
A                     absorbanca pri določeni valovni dolžini 
AMC              7-amino-4-metil kumarin (ang. 7-amino-4-methyl coumarin) 
Ang.               angleško 
APS                amonijev persulfat 
CMV   ang. cytomegalovirus (promotor) 
dNTP   deoksiribonukleotid 
Da                  Dalton 
DMEM           gojišče za celične kulture (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
DMSO            dimetil sulfoksid 
DNA                deoksiribonukleinska kislina 
DTT                 ditiotreitol 
E-64                peptidazni inhibitor trans-epoksi sukcinil-L-levicilamido-(4-gvanidino)-butan 
E. coli               Escherichia coli 
EDTA              etilendiamino tetraocetna kislina 
EtBr                 etidijev bromid 
EtOH               etanol 
FBS                  goveji fetusni serum (ang. fetal bovine serum) 
FPLC               tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. Fast Protein Liquid 
Chromatography) 
g (rcf)   relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal force) 
GTMI  S-[(2-gvanidino-4-tiazoil)metil] izotiourea 
HABA            4'-hidroksiazobenzen-2-karboksilna kislina (ang. 4'-hydroxyazobenzene-2-carboxylic 
acid)  
HEK293T        celična linija iz človeških zarodnih ledvičnih celic, ki vsebuje antigen T virusa SV40 
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HEPES  4-(2-hidroksietil)-1-piperainetansulfonska kislina (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) 
EC50  koncentracija modifikatorja pri kateri je sprememba hitrosti reakcije polovica 
spremembe hitrosti ob nasičenju z modifikatorjem 
IC50 koncentracija inhibitorja, pri kateri hitrost reakcije pade na polovico neinhibirane 
hitrosti 
IPTG                izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid (ang. isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 
LB                    gojišče Luria-Bertani 
M                     molarnost, mol/L 
MMTS            metil metan tiosulfonat 
MPA  5-metil-3-pirazol amin 
NaDS               natrijev dodecil sulfat 
NPCBA 2-[(3-nitrofenil)karbamoil] benzojska kislina 
PAGE             poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. polyactylamide gel electrophoresis) 
Pa  pascal (enota pritiska)  
PBS               pufer s fosfatom in soljo (ang. Phosphate buffered saline) 
PCR               verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PDB               kristalografska baza proteinskih struktur (ang. Protein Data Bank) 
rfe  relativne fluorescenčne enote 
P/S                penicilin/streptomicin  
Su-His-NH2 (2S)-2-((2,5-dioksopirolidin-3-il)amino-3-(1H-imidazol-5-il) propanamid 
Su-His-OMe metil (2,5-dioksopirolidin-3-il)-L-histidinat 
SV40    ang. Simian Vacuolating Virus 40  
TAE               pufer Tris, ocetna kislina, EDTA (ang. Tris-acetat-EDTA) 
TCA   trikloroocetna kislina 
TEMED         N,N,N,N -tetrametil-etilendiamin 
vrtlj./min vrtljaji na minuto (ang. rpm) 
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OKRAJŠAVE IMEN AMINOKISLIN:  
 
Ala  A  alanin  
Arg  R arginin  
Asn  N  asparagin  
Asp  D  asparaginska kislina  
Cys  C  cistein  
Phe  F  fenilalanin   
Gly  G  glicin   
Gln  Q  glutamin  
Glu  E  glutaminska kislina   
His  H  histidin  
Ile  I  izolevcin  
Leu  L  levcin  
Lys  K  lizin  
Met  M  metionin  
Pro  P  prolin  
Ser  S  serin  
Tyr  Y tirozin  
Thr  T  treonin  
Trp  W  triptofan  
Val  V  valin 
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1. Uvod 
 
1.1. Peptidaze 
Peptidaze poimenujemo encime, ki s pomočjo hidrolize cepijo peptidno vez in predstavljajo kar 10 % 
vseh znanih encimov [1]. Diskusija o pravilnem poimenovanju teh encimov sega že v leto 1986, ko so 
razpravljali o pomenu besed proteaza/peptidaza/proteinaza in pravilni uporabi le teh [2]. Takrat so 
prišli do dogovora, da sta poimenovanji proteaza in peptidaza enakovredni, proteinaza pa se nanaša na 
peptidazo, ki najbolje cepi intaktne proteine. Peptidaze, ki cepijo peptidne vezi v notranjosti proteina 
so poimenovali endopeptidaze oz. proteinaze, tiste ki cepijo peptidne vezi na N- ali C- koncu encima 
pa eksopeptidaze [3]. Peptidaze se delijo glede na princip katalize in sicer na cisteinske, serinske, 
treoninske, aspartatne, glutamatne in metalo peptidaze ter peptidaze z neznanim katalitskim 
mehanizmom [4]. Prve tri skupine peptidaz (cisteinske, serinske in treoninske) cepijo peptidno vez 
tako, da sodelujejo v kovalentni katalizi cepitve substrata s stransko verigo aminokislinskega ostanka v 
aktivnem mestu, aspartatne in metalopeptidaze pa katalizirajo razcep peptidne vezi z uporabo 
reaktivne molekule vode [5]. DPPI, ki je predmet te naloge, je cisteinska peptidaza. Cisteinske 
peptidaze vključujejo vse peptidaze, katerih katalitična diada sestoji iz para aminokislinskih ostankov 
cistein-histidin, kjer deprotoniran cistein deluje kot nukleofil, histidin pa služi za odteg protona s 
cisteina [6]. Glede na podobnost in homologijo se delijo na 11 klanov, katere še naprej delimo na 
družine [7].  
 
 
1.2. Papainu podobne cisteinske peptidaze 
Encim DPPI je del družine papainu podobnih cisteinskih peptidaz (klan CA, družina C1, po 
podatkovni bazi MEROPS) [7]. Zrele papainu podobne cisteinske peptidaze so ponavadi velike 
približno 30 kDa, z izjemo DPPI, ki je v aktivni obliki tetramer [8] in bo podrobneje predstavljen 
kasneje. Struktura zvitja papainu podobnih cisteinskih peptidaz je sestavljena iz dveh delov, leve in 
desne poddomene, vmes pa je aktivno mesto, ki se odpre v obliki črke V (slika 1). Leva poddomena 
ima eno daljšo α-vijačnico dolgo 15 do 20 aminokislinskih ostankov, ter dve krajši. Desna poddomena 
vsebuje motiv β-sodčka [9]. Substrat se veže v iztegnjeni obliki vzdolž aktivnega mesta. Aktivno 
mesto vsebuje katalitično domeno iz cisteinskega in histidinskega ostanka (Cys25 in His159 v 
papainu).  
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Slika 1: Kristalna struktura papaina (PDB 1PPN), s prikazanim zvitjem papainu podobnih cisteinskih 
peptidaz in aktivno diado. Aktivno mesto je označeno z rumenimi (Cys25) in modrimi (His159) s kroglami. α-
vijačnice so označene z oranžno, β-sodček pa z vijolično barvo. Slika je bila pripravljena v programu UCSF 
Chimera 1.13.1, PDB ID: 1PPN. 
 
 
Aktivno mesto papainu podobnih cisteinskih peptidaz deluje tako, da ostanka Cys25 in His159 tvorita 
ionski par katalitične diade, pri vezavi substrata in ohranjanju njegove nukleofilnosti pa aktivno 
sodelujejo še sosednji aminokislinski ostanki. Gln19 je odgovoren za stabilizacijo prehodnega stanja 
[10]. Enako vlogo pripisujejo bljižnjemu ostanku Asn175 [11]. Ostanek Trp177 sodeluje pri 
vzpostavljanju nukleofilnega karakterja katalitične diade [12]. Substrat se kot rečeno veže vzdolž 
aktivnega mesta, na vezavo pa vplivajo predvsem mesta S2, S1 in S1` saj so povezana s substratom z 
glavno in stransko verigo pripadajočih aminokislinskih ostankov [13]. 
 
 
1.3. Cisteinski katepsini 
Cisteinski katepsini so peptidaze, ki se nahajajo v lizosomu in nespecifično razgrajujejo proteinski 
material na manjše fragmente. Poleg cisteinskih katepsinov je med pomembnejšimi lizosomskimi 
katepsini tudi katepsin D, ki spada med aspartatne peptidaze. Beseda katepsin izhaja iz grške besede 
kathepsein in pomeni prebaviti [14]. V človeškem genomu je zakodiranih enajst cisteinskih katepsinov 
(B, H, L, S, C, K, O, F, V, X in V), na začetku, do leta 1990 pa so poznali le prvih pet, ki se z izjemo 
katepsina S izražajo v večini celičnih tkiv. Po odkritju ostalih katepsinov in njihovih vlog pri različnih 
bioloških procesih in bolezenskih stanjih je postalo jasno, da so vloge bolj raznolike kot so sprva 
predvidevali. Večina cisteinskih katepsinov je izraženih v širokem spektru tkiv, posamezni pa se 
nahajajo le v nekaterih tkivih kot na primer katepsin K, ki se izraža pretežno v osteoklastih in 
sinovialnih fibroblastih ter je vpleten v proces artritisa in osteoporoze [15]. Katepsin V se izraža 
predvsem v modih in priželjcu [16], katepsin W v naravnih celicah ubijalkah in celicah T CD8+ [17] 
ter katepsin S v antigen predstavitvenih celicah [18].  
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
3 
 
Cisteinski katepsini se sintetizirajo kot preprokatepsini (cimogeni). Pre- del katepsina je signalni 
peptid, ki se odcepi med prehodom v endoplazmatski retikulum, medtem ko dodatna pro-domena, ki 
ostane povezana s proteinom, deluje kot intramolekulski inhibitor [14] in ponavadi pomaga pri zvitju v 
aktivno obliko encima in celičnem usmerjanju. Večina lizosomskih katepsinov ima po prehodu iz 
Golgijevega aparata dodatno manoza-6-fosfatno oznako (M6P), ki jih usmerja do končnega cilja – 
lizosoma, hkrati pa tudi dodatno omejuje njihovo proteolitično aktivnost. Oznaka M6P se po vstopu v 
kislo okolje lizosoma sama odcepi [19]. Za končno aktivacijo encima je potrebna odcepitev pro 
domene, kar se lahko zgodi zaradi samega zaradi kislega okolja in/ali proteolitične cepitve s strani 
drugih peptidaz v lizosomu [9].  
Cisteinski katepsini so v večini endopeptidaze, kar pomeni, da cepijo substrat znotraj verige le tega. 
Katepsini B, C, H in X so posebni, saj je za njih znano, da imajo eksopeptidazno aktivnost, v primeru 
katepsinov B, C in H pa je znano, da lahko delujejo na oba načina [20-23]. Encim DPPI je na račun 
izključitvene domene eksopeptidaza, kar pomeni, da substrat cepi samo na zunanjih koncih. 
Eksoproteazna aktivnost je posledica ohranjene izključitvene domene v aktivnem encimu, ki 
endopeptidazno aktivnost »izključuje«, kar se odraža v samem poimenovanju [24].  
 
 
1.4. Uravnavanje aktivnosti peptidaz v celici 
Uravnavanje aktivnosti peptidaz v celici in izven nje poteka na različnih nivojih. V primeru cisteinskih 
katepsinov ima pomembno vlogo kompartmentalizacija, saj je za nekatere od njih znano, da so v 
aktivni obliki nestabilni pri nevtralnem pH, kateremu so izpostavljeni ob morebitnem prehodu iz 
lizosoma [14]. Poleg pH so poglavitni endogeni regulatorji proteinski inhibitorji (cistatini, tiropini in 
serpini) ter regulirana aktivacija cimogena (propeptid-inhibitor) [25-27]. Eden od možnih načinov 
uravnavanja lizosomskih peptidaz je interakcija z glikozaminoglikani (GAG-i) [28]. Vpliv GAG-ov na 
cisteinske katepsine je danes dobro raziskan v zunaj celičnem matriksu, pokazalo pa se je, da 
peptidaze in GAG-i delujejo z vzajemnim učinkom. Peptidaze lahko odcepijo GAG-e iz njihovih 
nosilcev, GAG-i pa nato vplivajo nazaj na peptidaze z inhibitornim ali aktivatorskim učinkom [29].  
 
 
1.5. Dipeptidil-peptidaza I (Katepsin C) 
Encim dipeptidil-peptidaza I (DPPI) je bil prvič omenjen leta 1948 v znanstvenem članku, ki sta ga 
objavila raziskovalca Helmut R. Gutmann in Joseph S. Fruton [30]. DPPI je poseben cisteinski 
katepsin, ker je v aktivni obliki tetramer velikosti približno 200 kDa [31], natančna molekulska masa  
je odvisna od stopnje glikozilacije [32]. Sestavljen je iz 4 enakih podenot, vsaka pa vsebuje težko 
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verigo in lahko verigo, ki skupaj tvorita katalitično domeno, ter izključitveno domeno (slika 2). 
Slednja ovira vezavo substrata za mestom S2, zato je DPPI dipeptidaza [33, 34]. 
Cimogen encima preproDPPI je sestavljen iz 463 aminokislinskih ostankov. Prvih 24 aminokislinskih 
ostankov v primarni strukturi preproDPPI pripada signalnemu peptidu, ostanki 25-134 pa predstavljajo 
izključitveno domeno. Propeptid obsega ostanke 135-230, sledi mu težka veriga (ostanki 231-394) in 
na koncu še lahka veriga (ostanki 395-463). Aminokislinsko zaporedje je bilo potrjeno s kristalno 
strukturo [24, 35]  in analizo nukleotidnega zaporedja [36].   
 
 
 
 
Slika 2: Tetramerna struktura aktivnega encima DPPI (PDB 1K3B) in približan prikaz monomerne 
podenote. Na sliki so s sivo barvo označene 4 aktivne podenote encima DPPI, s pripadajočimi izključitvenimi 
domenami (turkizna barva). Na desni je prikaz približane podenote encima. Slika je bila narejena s programom 
UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B.   
 
 
Shematska zgradba proDPPI je prikazana na sliki 3. Propeptid se med aktivacijo odcepi, izključitvena 
domena pa ostane nekovalentno povezana s katalitično domeno encima. Izključitvena domena se zvija 
neodvisno od ostalega dela encima, kar lahko pomeni, da ima vlogo pri stabilizaciji in aktivaciji 
encima [34]. Nekovalentna povezava izključitvene domene z aktivnim delom je močna, saj tetramer 
tudi v prisotnosti 2 M gvanidinijevega klorida ne razpade, ob povečevanju koncentracije pa se 
oligomerna struktura encima poruši v celoti [34, 37].  
DPPI ima štiri glikozilacijska mesta, eno na težki verigi (Asn 252-štetje brez signalnega peptida), 
ostala tri pa se nahajajo na izključitveni domeni (Asn5, Asn29 in Asn95) [38]. Prav zaradi teh mest in 
N-glikozilacije, se objavljene molekulske mase DPPI v različnih znanstvenih člankih razlikujejo.  
V nativnem encimu sta prisotna dva disulfidna mostička v izključitveni domeni, in sicer na mestih 6-
94 in 30-112, po štetju brez signalnega peptida [34]. Mostički na katalitični domeni pa se nahajajo 
med aminokislinami 231-274, 267-307 in 297-313, po štetju brez signalnega peptida. Mostička na 
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izključitveni domeni sicer stabilizirata strukturo encima, vendar pa ob njuni odsotnosti (oksidaciji) 
izključitvena domena še vedno služi kot pomoč pri zvijanju proteina [34]. Horn in sod. poročajo o 13 
cisteinskih ostankih tudi znotraj monomerne enote govejega DPPI, dva mostička se nahajata na 
izključitveni domeni, trije na aktivni podenoti, trije cisteinski ostanki pa so nesparjeni [39].  
 
 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz strukture DPPI. Z zvezdicami so označena mesta glikozilacije (Asn ostanki na 
mestih 5, 29, 95 in 252, štetje brez signalnega peptida). Slika je prirejena po Cigić in sod. [38]. 
 
 
1.6. Aktivnost in uravnavanje DPPI 
DPPI se za razliko od cisteinskih katepsinov z endopeptidazno aktivnostjo ne aktivira avtokatalitično 
pri spremembi pH (nakisanje). Kot aktivatorja DPPI so do sedaj identificirali katepsina L in S, med 
katerima je prvi bolj učinkovit. Dodatek že aktivnega encima DPPI k proDPPI obliki ni sprožil  
aktivacije, je pa po predvidevanju avtorjev prispeval k končni odcepitvi preostanka dela propeptida od 
težke verige [40]. Kljub prepričanju, da se DPPI aktivira zgolj ob dodatku katepsina L ali S, so našli 
aktiven DPPI pri miših z izbitim genom za katepsina L in S [41], po nedavnih raziskavah pa naj bi bila 
za aktivacijo DPPI odgovorna tudi še ne identificirana peptidaza [42].  
Encim DPPI deluje tako, da postopoma odceplja dipeptide z N-konca substrata. Ustavi se le v treh 
primerih in sicer če je aminska skupina na N-koncu blokirana, če je ob mestu cepitve prolinski ostanek 
ali če je N-končni ostanek lizin ali arginin [32, 43, 44]. Na sliki 4 je prikaz aktivnega mesta papainu 
podobnih peptidaz, prirejen za DPPI.  
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Slika 4: Shematski prikaz aktivnega mesta papainu podobnih peptidaz, prirejen za DPPI. Vezavna mesta 
za substrat na encimu so označena z oznakami S3 – S2'. Substrat je označen z mesti P2 – P2'. S puščico je 
označeno katalitično mesto. Prirejeno po Schechter in Berger [45]. 
 
 
Izključitvena domena tvori oviro za vezavnim mestom S2, ki onemogoča vezavo substrata globlje v 
aktivni žep. Dodatno pa to prepreko stabilizira stranski obroč aminokislinskega ostanka Asn5 [24]. V 
žep na mestu S2 se veže kloridni ion, ki je potreben za aktivnost encima [46]. 
 
  
 
 
Slika 5: Aktivno mesto DPPI z označenimi aminokislinskimi ostanki. V aktivnem mestu sta označena 
Cys234 (rumeno) in His381 (modro). Označena sta tudi Asp1 (vijolično) in Asn5 (oranžno) na izključitveni 
domeni. Z zeleno sfero je označen kloridni ion. Slika je bila pripravljena s programom UCSF Chimera 1.13.1, 
PDB ID: 1K3B.  
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Da encim DPPI za svojo aktivnost potrebuje kloridni ion so določili že leta 1966 in s tem potrdili 
pomembnost vezave le tega [47]. Nekaj let pozneje sta avtorja Gorter in Gruber ugotovila, da encim 
izkazuje kooperativnost pri koncentraciji aktivatorja (kloridnega iona), ki je pod stopnjo nasičenosti, 
medtem ko pri nasičenju s kloridnimi ioni encim sledi Michaelis-Mentenini kinetiki [48]. V isti študiji 
sta avtorja opisala aktivacijo encima tudi z drugimi anioni kot so bromidni, jodidni, tiocianatni, 
nitratni in kloratni. Kooperativnost DPPI v odvisnosti od kloridnih ionov so kasneje ovrgli Cigić in 
sod. [46].  
Kuribayashi in sod. [21] so poročali tudi o endopeptidazni aktivnosti vendar pa to pozneje ni bilo bolj 
temeljito raziskano. Avtorji so ugotovili, da DPPI uspešno cepi sintetične substrate, ki so specifični za 
spremljanje aktivnosti pri endopeptidazah, npr. Z-Phe-Arg-AMC, Pro-Phe-Arg-AMC in Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-AMC. Endopeptidazno aktivnost so zasledili tudi pri raziskavi vloge DPPI pri pljučnih 
boleznih. V tem primeru so ugotovili, da se DPPI v velikih količinah nahaja znotraj tkivnih bazofilcev 
(mastocitov) in ima endopeptidazno aktivnost s katero cepi proteine zunajceličnega matriksa, kot so 
fibronektin ter kolagen tipa I, III in IV [22]. 
 
 
1.7. Vloga DPPI pri boleznih 
Tako prekomerna aktivnost DPPI, kot tudi pomanjkanje le-te sta povezani z različnimi bolezenskimi 
stanji. Najbolj natančno določena fiziološka funkcija DPPI je aktivacija efektorskih serinskih peptidaz 
imunskega sistema, te peptidaze pa nato sodelujejo v napredovanju različnih vnetnih in avtoimunskih 
bolezni [42]. Prekomerna aktivnost encima DPPI je torej povezana  s pojavom različnih bolezni kot so 
sepsa [49], artritis [50, 51], astma [22], trebušna aortična anevrizma [52], vnetje trebušne slinavke [53] 
in posredno tudi kronična obstruktivna pljučna bolezen [54] ter cistična fibroza [42]. Napredovanje teh 
bolezni je povezano z aktivacijo številnih efektorskih serinskih peptidaz imunskega sistema kot so 
grancima A in B, ki ju izločajo citotoksični limfociti T [55], elastaza nevtrofilcev, katepsin G in 
elastaza-3 [56], mastocitne kimaze [57] in triptaze [58]. Podaljšana inhibicija encima DPPI se je 
izkazala kot učinkovit način za odstranitev serinskih peptidaz nevtrofilcev in tako podprla pomembnost 
vloge DPPI kot tarčne molekule za razvoj inhibitorjev [59].  
Genetske študije so pokazale da okvare gena za DPPI povzročajo recesivni dedni bolezni imenovani  
Haim-Munk-ov sindrom (HMS) in Papillon-Lefèvre-ov sindrom (PLS). Simptomi obeh so zgodnji 
periodontitis, patološka odebelitev kože na dlaneh in stopalih in celo povečana možnost okužbe [60-
63]. Nekatere mutacije povzročijo izražanja skrajšanega encima DPPI [61]. Veliko mutacij, za katere je 
do sedaj znano da povzročajo zmanjšanje aktivnosti DPPI oziroma njegovo popolno neaktivnost se 
nahaja na težki verigi med ostanki 207 in 370 (Asp212Tyr, Val225Phe, Gln228Leu, Arg248Pro, 
Gln262Arg, Cys267Tyr, Gly277Ser, Arg315Cys in Tyr323Cys, štetje brez signalnega peptida) [24, 61, 
63]. Ostanka Val225 in Gln228 se nahajata neposredno v bližini aktivnega mesta encima, zato 
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pomembno vplivata na vezavo substrata, najbolj pogosta glede na število znanstvenih objav pa je 
mutacija Tyr323, ki sodeluje pri vezavi kloridnega iona, pomembnega za aktivnost encima [24]. Pri 
bolnikih je na celičnem nivoju prizadeta avtofagija [64]. Nedavno so odkrili obetaven sistem obnovitve 
prizadete avtofagije zaradi nezadostnega lizosomskega delovanja, in sicer so to dosegli s tretiranjem 
PLS bolnikov z rekombinantnim encimom DPPI [64]. 
 
 
1.8. Inhibitorji encima DPPI 
Večina do sedaj sintetiziranih inhibitorjev DPPI deluje na aktivnost encima tako, da se kovalentno 
vežejo na katalitičen Cys234 v aktivnem mestu. Spojine so predvsem peptidne narave in so močno 
elektrofilne, zato so večinoma metabolično nestabilne, nekatere pa celo zdravju škodljive [65]. 
Reaktivne skupine teh inhibitorjev v večini pripadajo eni izmed naslednjih skupin: diazometil ketoni, 
nitrilna skupina, semikarbazidi in vinil sulfoni. V večini pa so vse te spojine tudi peptidne narave, torej 
analogi substratov.  
Nitrilna »glava« (glavni del) je najpogostejša pri načrtovanju inhibitorjev aktivnosti [66, 67]. Iz te 
skupine so opisani inhibitorji amidi cianove kisline (cianamidi), aromatični nitrili in aminoacetonitrilni 
derivati. Nitrilna skupina deluje tako, da se veže kovalentno na cisteinski aminokislinski ostanek, 
preostali del inhibitorja pa izkazuje večjo ali manjšo elektrofilnost. Velik elektrofilni značaj spojine 
(cianamidi in heterociklični nitrili) predstavlja oviro, saj so take spojine slabo selektivne, se 
nespecifično vežejo in ogrožajo varnost oziroma zdravje v drugih (neciljanih) tkivih. V kolikor imajo 
spojine majhen elektrofilni značaj, pa slabo inhibirajo peptidazno aktivnost [67].  
Od pričetka iskanja inhibitorjev encimske aktivnosti DPPI je bilo vloženih že mnogo patentov, in 
okarakteriziranih veliko inhibitorjev, s strani velikih farmacevtskih podjetij kot so Novartis, 
Probiodrug AG, Combio A/S., AstraZeneca in GlaxoSmithKline vendar pa sta do kliničnega testiranja 
prišla le GSK2793660 [68] in AZD7986 [69] (slika 6).  
 
 
Slika 6: Skeletna formula irverzibilnega inhibitorja GSK2793660 (A) in reverzibilnega inhibitorja 
AZD7986 (B). Slika je bila narejena s programom ChemDraw 18.1.  
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Po prvi (I) fazi kliničnih preizkušanj je ireverzibilni inhibitor skoraj v celoti inhibiral aktivnost DPPI 
(≥95%), vendar pa to ni bistveno vplivalo na aktivnost nevtrofilne elastaze, katepsina G ali elastaze-3. 
Kot stranski učinek inhibitorja GSK2793660 so opazili luščenje kože na dlaneh in stopalih, s tem pa se 
odpira vprašanje vpletenosti DPPI pri obnavljanju tega predela kože [68]. AZD7986 je reverzibilni, 
kompetitivni inhibitor, ki spada med majhne molekule in je visoko selektiven [70]. Izpolnjuje vsa 
pravila po Lipinskem in tudi drugih merilih za zdravila, ki so poimenovana po avtorjih Ghose filter, 
Veber filter, Egan filter in Muegge filter [71]. Po študiji, kjer so testirali varnost, toleranco, 
farmakokinetiko in farmakodinamiko, so ugotovili, da se delovanje inhibitorja AZD7986 povečuje 
glede na odmerek in da inhibicija DPPI v tem primeru vpliva na zmanjšano aktivnost nevtrofilnih 
elastaz. Kot v primeru inhibitorja GSK2793660 so tudi tu zaznali nekaj kožnih reakcij, vendar pa so za 
inhibitor AZD7986, zaradi zbranih podatkov v tej raziskavi, predlagali nadaljevanje kliničnih študij 
[69].  
 
 
1.9. Kooperativnost in alosterija 
Kooperativnost je v večini primerov lastnost oligomernih proteinov, kjer vezava liganda na eno od 
podenot vpliva na afiniteto vezave liganda na ostale podenote. Tipičen primer takega obnašanja je 
vezava kisika na hemoglobin. Kooperativna vezava kisika je bila tudi prvi znani primer alosterične 
interakcije. Za opis te interakcije so kinetični model leta 1965 razvili Monod, Wyman in Changeux 
[72]. Alosterično uravnavanje povzroči spremembo aktivnosti proteina tako, da vezani efektor, ki se 
veže na eno mesto, povzroči strukturno in funkcijsko spremembo drugega, oddaljenega mesta. 
Alosterijo najdemo tako pri oligomernih kot monomernih encimih, pogosto pa jo lahko opišemo z 
modelom, ki predvideva, da vezava ligandov vpliva na ravnotežje med več strukturno in funkcijsko 
različnimi stanji proteina [73].  
Kot omenjeno je bil prvi znan alosteričen protein hemoglobin. Med strukturama DPPI in 
hemoglobinom lahko potegnemo nekatere vzporednice. Protein hemoglobin iz strukturnega vidika 
avtorji opisujejo kot dimer αβ dimerov [74], tako pa je sestavljen tudi DPPI [40]. Kooperativnost 
vezave kisika v hemoglobinu izvira iz kvartarne strukture hemoglobina, saj se po terciarni strukturi 
posamezne podenote proteina bistveno ne razlikujejo od homolognega mioglobina, ki prav tako veže 
kisik, a ne kaže znakov kooperativnosti [75]. Tudi v primeru DPPI so nekateri viri poročali o alosteriji 
oziroma kooperativnosti med podenotami. Opisani alosterični efekti so bili odvisni od pH ali pa od 
koncentracije kofaktorjev [8, 48, 76], vendar pa novejših raziskav o tem ni. Nekatere kasnejše 
raziskave so alosteričnost negirale [46].  
Alosterija je danes zelo popularno področje raziskav pri iskanju novih zdravilnih učinkovin, saj kar 80 
%, tarčnih proteinov v farmacevtskih raziskavah predstavljajo encimi [77], katerih delovanje povzroča 
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številna bolezenska stanja. V primeru DPPI so do sedaj znani inhibitorji ortosterični, kar pomeni da se 
vežejo v aktivno mesto, ta strategija pa do sedaj še ni privedla do novega zdravila v splošni uporabi.   
Alosterična regulacija pri monomernih proteinih je bila prvič opisana pri katepsinu K [78-80]. Kasneje 
so objavili mehanizem regulacije pri katepsinu K preko ektosteričnega mesta, ki se od alosteričnega 
razlikuje v tem, da ne povzroči strukturnih sprememb v aktivnem mestu encima [81, 82]. 
 
1.10. Oligomerizacija 
Tetramerizacija encima DPPI je pomembna za vzpostavljanje aktivne oblike encima, saj z izjemo 
rekombinantnega podganjega DPPI, ki naj bi bil aktiven v dimerni obliki [83], in DPPI izraženega v 
kvasovkah Pichia pastoris, ki je bil aktiven v monomerni obliki (velikosti 58 kDa, [84]), ne poročajo o 
nižjih oligomernih oblikah aktivnega encima DPPI. O tem kdaj in kje oligomerizacija poteče in čemu 
le-ta služi ni veliko znanega. Avtorji Olsen in sod. [33] predvidevajo, da tetramerna struktura zgolj 
stabilizira povezavo izključitvene domene z aktivnim delom encima in je posledično odgovorna za 
eksopeptidazno encimsko aktivnost. Glede na eksperimente z encimom DPPI iz podganjih 
makrofagov, kjer se proDPPI pojavi v dimerni obliki, so Muno in sod. predlagali, da dimerizacija 
poteče še pred vstopom v lizosom, podobno kot nekateri drugi oligomerni proteini, ki se sestavijo že v 
endoplazmatskem retikulumu, npr. T-celični receptor [85]. proDPPI se pojavi v dimerni obliki tudi v 
raziskavi avtorjev Dahl et. al [40] in se sestavi v dimer dimerov, vendar se po njihovem podatkih to 
zgodi znotraj lizosoma, prehod iz dimera v tetramer pa naj bi delno inhibiral propeptid, saj se nahaja 
prav na stičišču dveh dimerov v tetrameru. Cimogen encima DPPI kot dimer, ki se sestavi v dimer 
dimerov so opisali tudi Turk in sodelavci po objavi kristalne strukture [24]. Tudi Korkmaz in sod. 
trdijo, da takoj po sintezi 87 aminokislinskih ostankov dolg propeptid služi kot šaperon za 
povezovanje in stabilizacijo monomernega proDPPI v dimerni proDPPI [86]. 
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2. Namen dela in hipoteza  
 
Povišana aktivnost DPPI je povezana z razvojem in napredovanjem različnih vnetnih in avtoimunskih 
bolezni [55, 56]. Zaradi svoje vloge v teh bolezenskih stanjih je DPPI tarča za njihovo zdravljenje. 
Trenutni znani inhibitorji, se vežejo v aktivno mesto encima in ga popolnoma inhibirajo, prav tako pa 
so velikokrat zaradi svoje elektrofilne ali peptidne kemijske narave metabolično nestabilni, tako da do 
sedaj še ni bilo identificiranega uspešnega inhibitorja DPPI, ki bi zaključil klinična testiranja [65, 67]. 
Alternativna smer raziskav je iskanje alosteričnih modifikatorjev DPPI. Popularnost ciljanja 
alosteričnih mest v načrtovanju učinkovin v zadnjih letih strmo narašča, je pa uspešnost te strategije 
povezana s poznavanjem alosteričnih mehanizmov pri tarčah. 
Naša hipoteza je, da je DPPI alosterično reguliran encim, kar lahko izkoristimo za uravnavanje 
njegove aktivnosti. Encim DPPI je znotraj družine papainu podobnih peptidaz edini, ki je v aktivni 
obliki tetramer, morebitni alosterični mehanizmi regulacije med podenotami pa še niso bili raziskani. 
Alosterični efekti pri katepsinih so bili do sedaj opisani pri katepsinu K, ki je monomerne oblike [78-
80], kar nam predstavlja izhodišče za iskanje alosteričnih mehanizmov pri DPPI. Naš namen je 
preučiti potencialna alosterična mesta in poti regulacije DPPI ter identificirati in okarakterizirati prve 
alosterične modifikatorje tega encima. Nameravamo tudi preučiti funkcijski pomen oligomerne 
strukture DPPI.  
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali 
3.1.1. Reagenti 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali reagente naštete v tabeli 1.  
 
Tabela 1: Seznam uporabljenih reagentov pri raziskovalnem delu v okviru doktorske disertacije in 
njihov proizvajalec. 
reagent proizvajalec 
agar, agaroza, akrilamid:bisakrilamid (37,5:1), 
azokazein, borova kislina, CBB-R250, DMSO, 
DTT, etiijev bromid, imidazole, IPTG, natrijev 
acetat, natrijev dodecil sulfat, pepton, saharoza, 
trikloroocetna kislina, trizma, HABA; 
reagenti v celičnem laboratoriju: puromicin, 
goveji fetusni serum (FBS), pufer s fosfatom in 
soljo (PBS)  
Sigma-Aldrich (ZDA) 
Amonijev persulfat, kloramfenikol, fluoreskamin 
PCR reagenti: dNTP, oligonukleotidni začetniki, 
restrikcijski encimi XhoI in NheI, DNA ligaza 
T4, pufer Tango, DNA-polimeraza Pfu z 
ustreznimi pufri, DNA-polimeraza Taq z 
ustreznimi pufri; 
DNA standardi: DNA lestvica (1 kilobazni par-
AGE), Proteinska lestvica za oceno velikosti 
proteinov (PAGE), set reagentov za izolacijo 
plazmidne DNA (GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit); 
reagenti v celičnem laboratoriju: 
penicilin/streptomicin, tripsin (TrypLE select), 
DMEM gojišče, transfekcijski reagent TurboFect 
Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
aceton, etanol, klorovodikova kislina, natrijev 
hidroksid, natrijev klorid, ocetna kislina 
Carlo Erba Reagents (Italija) 
EDTA, izopropanol Merck (ZDA) 
glicin, ampicilin Fischer Bioreagents (ZDA) 
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kvasni ekstrakt Biolife solutions (ZDA) 
natrijev dihidrogen fosfat, triton X-100 reduciran, 
tetraciklin 
Honeywell Fluka (ZDA)  
TEMED Biorad (ZDA) 
ETNA elastin Elastin Products Company (ZDA) 
topen kolagen iz telečje kože Worthington Biochemical Company (ZDA) 
E-64, pepstatin A, Z-Phe-Arg-AMC, H-Gly-Phe-
AMC, Z-Leu-Arg-AMC, Boc-Val-Leu-Lys-
AMC, Z-Gly-Pro-Arg-AMC, Z-Val-Val-Arg-
AMC,  Z-Phe-Val-Arg-AMC, Suc-Ala-Ala-Phe-
AMC, Z-Arg-Arg-AMC, Bz-Arg-AMC. 
Bachem (Švica) 
set reagentov za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela (E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit) 
Omega Bio-Tek (ZDA) 
 
 
3.1.2. Laboratorijska oprema 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali raziskovalno opremo našteto v 
tabeli 2. 
 
Tabela 2: Seznam uporabljene opreme pri raziskovalnem delu v okviru doktorske disertacije in njihov 
proizvajalec. 
oprema proizvajalec 
Äkta FPLC   GE Healthcare (VB) 
kolona za gelsko izključitveno kromatografijo 
Superdex 75 10/300 
GE Healthcare (VB) 
kolona za gelsko izključitveno kromatografijo 
Superdex 200 10/300 
GE Healthcare (VB) 
kolona za Ni2+ afinitetno kromatografijo Quiagen (Nemčija) 
kolona za Strep-afinitetno kromatografijo IBA (Nemčija) 
centrifuga Sorvall RC 6+ Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
centrifuga Eppendorf 5810 R Eppendorf (Nemčija) 
centrifuga Eppendorf 5702 R Eppendorf (Nemčija) 
centrifuga Eppendorf 5424 R Eppendorf (Nemčija) 
namizna centrifuga Eppendorf miniSpin Plus Eppendorf (Nemčija) 
poliakrilamidna gelska elektroforeza Biorad (ZDA) 
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agarozna elektroforeza Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
vir napetosti za PAGE EPS301 Amersham (VB) 
vir napetosti za AGE Power Pack P25 Biometra (Nemčija) 
peristaltična črpalka FH30 Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
stresalni inkubator Kambič IS 200K Kambič (Slovenija) 
stresalni inkubator Orbi-Safe TS NetWise Sanyo (Japonska) 
CO2 inkubator za celične kulture inCu Safe Sanyo (Japonska) 
inkubator za reagente v celičnem laboratoriju Memmert (Nemčija) 
sonifikator Braun Labsonic 2000 Braun Biotech (Nizozemska) 
sonifikator LABSONIC M Sartorius (Nemčija) 
homogenizator WiseTis Witeg Labortechnik (Nemčija) 
koncentratorji Amicon Ultra – 15 (3K, 10K, 50K) Merck Millipore (Irska) 
dializno črevo Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
celice za ultrafiltracijo Amicon 8400 Merck Millipore (Irska) 
pH meter Seveneasy   Mettler/Toledo (Švica/ZDA) 
tehtnica PL83S in PL3001-S Mettler/Toledo (Švica/ZDA) 
tehtnica WLC2/A2/XA 60/220/X Radwag (Poljska) 
magnetna mešala FB 15045 Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
termoblok Eppendorf 5436 in Thermomixer 
comfort 
Eppendorf (Nemčija) 
PCR ABI Veriti Thermal Cycler Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
PCR GeneAmp System 2700 Applied Biosystems (ZDA) 
fluorimeter Luminiscence Spectrometer LS50B Perkin Elmer (ZDA) 
spetrofotometer Cary 50 Bio Varian (ZDA) 
nanodrop 2000c spektrofotometer   Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
zaščitni mikrobiološki komori MC 12-3 in M-15 Iskra PIO (Slovenija) 
avtoklav 3870ELC   Tuttnauer (Nizozemska) 
zamrzovalni skrinji – 80 °C MDF-U53V in MDF-
U74V 
Sanyo (Japonska) 
sistem za milli Q vodo Direct 8 Merck Millipore (Irska) 
rotavapor miVac DUO koncentrator GeneVac (VB) 
aparatura za slikanje gelov MiniBis Pro Bio-Imaging Systems (Izrael) 
invertni mikroskop CKX41 Olympus (Japonska) 
avtomatske pipete 2,5 µL, 10 µL, 20 µL, 100 µL, 
200µL, 1000µL 
Eppendorf (Nemčija) 
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filtri s premerom por 0,2 µm Sartorius (Nemčija) 
centrifugirke 15 ml, 50 ml VWR (ZDA) 
nastavki za pipete Sarstedt (Nemčija) 
mikrocentrifugirke  Ratiolab (Nemčija) 
trojne ekspresijske flaše (triple flask) Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
petrijevke, dolgi nastavki za pipete Greiner Bio-One (Avstrija) 
 
 
3.1.3. Pufri in raztopine 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali pufre in raztopine naštete v tabeli 
3. 
 
Tabela 3: Seznam pufrov in raztopin, uporabljenih pri raziskovalnem delu v okviru doktorske 
disertacije in njihova sestava. 
pufer/raztopina sestava 
pufer za spiranje bakterijskih celic  30 mM Tris, 20 % (m/v) saharoza, 1 mM EDTA, 
pH 7,5 
vezavni pufer za Ni2+ afinitetno kromatografijo 20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 20 mM 
imidazol, pH 7,5 (+0,05 % triton X-100 za 
izolacijo DPPIΔEX) 
elucijski pufer za Ni2+ afinitetno kromatografijo  20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 250 mM 
imidazol, pH 7,5 
vezavni pufer za Strep-afinitetno kromatografijo  100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
pH 8 
elucijski pufer za Strep-afinitetno kromatografijo 100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
pH 8 + 2,5 mM destiobiotin 
dializni pufer/Pufer za shranjevanje pro-DPPI 20 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
pH 7,5 
pufer za aktivacijo DPPI  3 M NaOAc pH 3,8 
pufer za kinetične meritve  50 mM NaOAc, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 
5,5 
pufri za meritve aktivnosti od odvisnosti pH  
pH 3 
pH 3,5 
pH 4 
 
pH 3 – 4: 50 mM citratni pufer z dodatkom 100 
mM NaCl in 1 mM EDTA 
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pH 4,5 
pH 5 
pH 5,5 
pH 6 
pH 6,5 
pH 7 
pH 7,5 
pH 8 
pH 8,5 
pH 9 
pH 4,5 – 5,5: 50 mM acetatni pufer (NaOAc) z 
dodatkom 100 mM NaCl in 1 mM EDTA 
 
pH 6 – 8: 50 mM fosfatni pufer (NaH2PO4) z 
dodatkom 100 mM NaCl in 1 mM EDTA 
 
 
pH 8,5 – 9: 50 mM Tris/HCl pufer z dodatkom 
100 mM NaCl in 1 mM EDTA 
pufer za čiščenje pro-DPPI z gelsko izključitveno 
kromatografijo 
50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
pH 7,5 
pufer za čiščenje DPPI z gelsko izključitveno 
kromatografijo 
50 mM NaOAc, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 
5,5 
5X reducirajoči pufer z NaDS  10 % (m/v) glicerol, 2 % (m/v) NaDS, 
75 mM Tris/HCl pH 6,8, 4 % (m/v) 
DTT, 0,05 % (m/v) bromfenolmodro 
4X ločevalni pufer za NaDS elektroforezni gel  1,5 M Tris/HCl, 0,04 % (m/v) NaDS, pH 8,8 
4X koncentracijski pufer za NaDS elektroforezni 
gel  
0,5 M Tris/HCl, 0,04 % (m/v) NaDS, pH 6,8 
10X elektroforezni pufer z NaDS 30 g Tris, 10 g NaDS, 144 g glicina, dopolnimo 
do 1 l z dH20.  
Coomassie modro barvilo  0,2 % (m/v) raztopina Coomassie modrega 
barvila v 40 % etanolu 
raztopina za razbarvanje elektroforeznih gelov 30 % (v/v) etanola, 10 % (v/v) ocetna kislina 
50X TAE pufer za agarozno elektroforezo 242 g Tris/HCl, 57 ml ocetne kisline, 100 ml 0,5 
M EDTA, pH uravnamo na 8 in dopolnimo do 1 l 
z dH20. 
6X nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 10 mM Tris/HCl, 0,03 % bromfenolmodro, 0,03 
% ksilencianol, 0,15 % barvilo orange G, 60 % 
glicerol in 60 mM EDTA, pH 7,6 
DNA lestvica standardov GeneRulerTM 1kb DNA 
ladder 
DNA velikosti 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 
3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 in 
250 baznih parov v TE pufru (krepko označen 
referenčni standard).  
DNA lestvica standardov GeneRulerTM 100 bp DNA velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 
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DNA ladder 800, 900, 1000, 1200, 1500 in 2000 baznih parov 
(krepko označeni referenčni standardi).  
TE pufer  10 mM Tris/HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8 
proteinska lestvica standardov Pierce™ 
Unstained Protein Ladder 
Proteinski standardi velikosti 14,4 kDa, 18,4 kDa, 
25 kDa, 35 kDa, 45 kDa, 66 kDa in 116 kDa.  
proteinska lestvica standardov LMW protein 
marker standards  
Proteinski standardi velikosti: 97 kDa, 66 kDa, 45 
kDa, 30 kDa, 20.1 kDa and 14.4 kDa 
PBS pufer 1 mM KH2PO4, 155 mM NaCl, 3 mM 
Na2HPO4*7H2O  
pufer za pripravo kompetentnih celic E. coli 10 mM HEPES pH 7 z dodatkom 60 mM CaCl2 
in 15 % glicerol (sterilno filtriran) 
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3.1.4. Plazmidni vektorji  
Pri molekulskem kloniranju zapisov smo kot klonirni plazmid uporabili komercialno dostopni pJET 
1.2 blunt (slika 7).  
 
 
Slika 7: Shematski prikaz komercialno dostopnega klonirnega vektorja pJET 1.2 blunt, za kloniraje s 
topimi konci. Shema je iz navodil proizvajalca Thermo Fischer Scientific (ZDA).  
 
 
Za izražanje rekombinantnih proteinov v bakterijskih celicah smo uporabili plazmidni vektor pET-
32/28. Pripravili smo ga za lastne potrebe izražanja cisteinskih katepsinov in sicer tako, da smo vektor 
pET-32b(+) in pET-28b(+) rezali z restrikcijskima encimoma XbaI in XhoI in nato združili delčke 
tako, da je daljši del novo nastalega plazmida del (5329 bp) iz vektorja pET-32b(+), krajši, klonirni 
odsek (177 bp) pa iz vektorja pET-28b(+). Na sliki 8 je shematski prikaz sestavljenega vektorja pET-
32/28b(+). Tako pripravljen vektor ima več prednosti, kot na primer odpornost na ampicilin, 
kompatibilnost z bakterijskim ekspresijskim sevom Rosetta gami II, ki imajo odpornost na kanamicin 
na plazmidu in možnost dodajanja N-končne histidinske oznake k zapisu za rekombinantni protein.  
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Slika 8: Shematski prikaz sestavljenega vektorja pET-32/28b(+) (zgoraj) in zaporedje klonirnega mesta 
(spodaj). Na vektorju so označena pomembnejša zaporedja z ustreznimi barvami: Histidinska oznaka je 
obarvana rožnato, klonirno zaporedje vektorja pET-28 b(+) vijolično, operator laktoznega operona označen z 
rumeno barvo, T7 promotor z zeleno in zapis za rezistenco na ampicilin z turkizno barvo. Označeni sta tudi 
restrikcijski mesti XhoI in NheI. Slika je narejena s programom Benchling.  
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Za izražanje proDPPI v sesalskih celicah smo uporabili plazmid V218, ki smo ga prejeli od 
raziskovalne skupine dr. Manuela Kocha iz Inštituta za biokemijo v Kölnu (Nemčija). Plazmid je bil 
pripravljen iz osnovnega plazmida pCEP tako, da omogoča izražanje proteinov s promotorja CMV v 
sesalskih celicah. Omogoča fuzije rekombinantnih proteinov s signalnim peptidom BM40, maltoza 
vezalnim proteinom ali dvema Strep-oznakama na C- ali N- koncu. Prav tako ima dodan zapis za 
rezistenco proti puromicinu (slika 9).    
 
 
 
Slika 9: Shematski prikaz vektorja V218 in klonirnega mesta. Na sliki zgoraj sta z modro barvo označena 
selekcijska markerja za ampicilinsko in puromicinsko rezistenco, z rumeno barvo je označeno mesto ori, z rdečo 
barvo klonirno mesto (MCS) in z rjavo barvo Strep-oznaka. Označeno je tudi mesto promotorja CMV. Spodaj je 
prikaz klonirnega mesta kjer je z zeleno barvo označeno zaporedje za maltoza vezalni protein, z rožnato pa 
zaporedje encima DPPI. Z oranžno barvo sta označeni Strep-oznaki. Slika je narejena s programom SnapGene. 
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3.1.5. Začetni oligonukleotidi  
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali oligonukleotide naštete v tabeli 4. 
 
Tabela 4: Seznam oligonukleotidnih začetnikov, uporabljeni pri eksperimentalnem delu v okviru 
doktorske disertacije.  
oligonukleotid nukleotidno zaporedje 
DPPI  F F: 5'-cgggctagcgagaatctttattttcaggacaca 
DPPI  R R: 3'-ccgctcgagctacaatttaggaattggtgtgg 
DPPI Lys337Ala  F  F: 5'-atgatggaccaactcaagcgccatcagggcttcattgcag-3' 
DPPI Lys337Ala  R  R: 5'-ctgcaatgaagccctgatggcgcttgagttggtccatcat-3' 
DPPI Glu333Ala  F  F: 5'-cttcatcagggctgcattgcagcctccatagaaa-3' 
DPPI Glu333Ala  R  R: 5'-tttctatggaggctgcaatgcagccctgatgaag-3' 
DPPI Arg419Ala  F  F: 5'-cacactcatcagttcctgcgcggatccggaagtagc-3' 
DPPI Arg419Ala  R  R: 5'-gctacttccggatccgcgcaggaactgatgagtgtg-3' 
DPPI Arg419Glu  F  F: 5'-tgcacactcatcagttccctcgcggatccggaagtagcc-3' 
DPPI Arg419Glu  R  R: 5'-ggctacttccggatccgcgagggaactgatgagtgtgca-3' 
DPPI Tyr388Ala  F  F: 5'-ggctgagtcagtgccagcgcccacaagcagaaca-3' 
DPPI Tyr388Ala  R  R: 5'-tgttctgcttgtgggcgctggcactgactcagcc-3' 
DPPI Tyr388Leu  F  F: 5'-ggctgagtcagtgcctaagcccacaagcagaacag-3' 
DPPI Tyr388Leu  R  R: 5'-ctgttctgcttgtgggcttaggcactgactcagcc-3' 
DPPI Tyr388Trp  F  F: 5'-ggctgagtcagtgccccagcccacaagcagaacag-3' 
DPPI Tyr388Trp  R  R: 5'-ctgttctgcttgtgggctggggcactgactcagcc-3' 
DPPI Asp397Lys  F  F: 5'-ctgtttttaacaatccagtacttcatcccagaggctgagtcag-3' 
DPPI Asp397Lys  R R: 5'-ctgactcagcctctgggatgaagtactggattgttaaaaacag-3' 
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3.2.  Organizmi 
3.2.1. Bakterijski sevi 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali bakterijska seva opisana v tabeli 
5. 
 
Tabela 5: Seznam bakterijskih sevov, uporabljenih pri eksperimentalnem delu v okviru doktorske 
disertacije.  
bakterijski sev genotip 
DH5α F- Ф80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 end A1 
hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA 
Rosetta-gami  II (DE3) pLysS Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE 
galK rpsL (DE3) F`[lac+lacIqpro] gor522::Tn10 trxB 
pLysSRARE2 (CamR,StrR, TetR) 
 
Za izražanje DPPI v bakterijskih celicah smo izbrali Rosetta-gami II, ekspresija in izolacija pa sta 
potekali po našem utečenem laboratorijskem protokolu za izražanje cisteinskih katepsinov [87].  
 
 
3.2.2. Celične kulture  
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali celično kulturo zapisano v tabeli 
6. 
 
Tabela 6: Celična kultura, uporabljena pri eksperimentalnem delu v okviru doktorske disertacije.  
Celična kultura Poreklo 
HEK293T American Type Culture Collection (ATTC, ZDA) 
 
Za ekspresijo DPPI v sesalskih celicah smo izbrali celice HEK293T, ki imajo izražen antigen T (iz 
SV40), ki spodbudi oziroma ojača podvajanje plazmidov in produkcijo proteinov, izražanje 
rekombinantnega encima DPPI v sesalskih celicah pa smo izvedli po malce spremenjenem protokolu 
avtorjev Yang in sod. [88].   
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3.3.  Pomožni encimi 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali encime naštete v tabeli 7. 
 
Tabela 7: Seznam pomožnih encimov, uporabljenih pri eksperimentalnem delu v okviru doktorske 
disertacije.  
encim poreklo 
DNA-polimeraza PfuTurbo Agilent Technologies (ZDA) 
DNA-polimeraza Taq Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
DNA-ligaza T4 Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
restrikcijski encim XhoI Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
restrikcijski encim NheI  Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
pepsin  Sigma-Aldrich (ZDA) 
rekombinantni katepsini B, D, K, L, S, in V  zbirka encimov Katedre za biokemijo, FKKT 
tripsin (TrypLE select)  Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
 
 
 
3.4.  Gojišča 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali gojišča našteta v tabeli 8. 
 
Tabela 8: Seznam gojišč, uporabljenih pri eksperimentalnem delu v okviru doktorske disertacije.  
gojišče sestava 
tekoče LB gojišče za bakterijske kulture 10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 
uravnamo pH na 7,4 in dopolnimo do 1 l z dH2O. 
trdno LB gojišče za bakterijske kulture 10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 
uravnamo pH na 7,4 in dopolnimo do 1 l z dH2O. 
V pripravljen medij dodamo 20 g/l agarja 
tekoče DMEM gojišče za gojenje HEK293T celic  komercialno dostopno gojišče DMEM z 
dodatkom 10 % FBS, 50 U/ml penicilin, 50 µg/ml 
streptomicin 
tekoče DMEM gojišče za izražanje DPPI v 
HEK293T celicah 
komercialno dostopno gojišče DMEM z 
dodatkom 10 % FBS, 50 U/ml penicil, 50 µg/ml 
streptomicin + 2 % FBS, + puromicin 2µg/ml 
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3.5.  Antibiotiki 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo uporabljali antibiotike naštete v tabeli 9. 
 
Tabela 9: Seznam založnih raztopin antibiotikov, uporabljenih pri eksperimentalnem delu v okviru 
doktorske disertacije.  
antibiotik založna koncentracija 
ampicilin  100 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu 
kloramfenikol 50 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu 
tetraciklin 12,5 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu 
puromicin  0,5 mg/ml v sterilni Milli Q vodi 
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3.6.  Spojine 
Pri raziskovalnem delu v oviru doktorske disertacije smo testirali in okarakterizirali spojine naštete v 
tabeli 10. 
 
Tabela 10: Testirane in okarakterizirane spojine, uporabljene pri eksperimentalnem delu v okviru 
doktorskega študija. 
 
ime spojine 
 
molekulska 
masa 
 
vir  
 
struktura 
 
gvanidinijev hidroklorid 
 
95,53 g/mol 
 
SigmaAldrich 
G3272 
 
 
 
5-metil-3-pirazol amin 
(MPA) 
 
97,12 g/mol 
 
SigmaAldrich 
340200 
 
 
 
S-[(2-gvanidino-4-
tiazoil)metil] izotiourea 
(GTMI) 
 
254,76 g/mol 
 
SigmaAldrich 
540269 
 
 
 
1-metil-5-nitroimidazol-2-
il)metil karbamat 
(ronidazol) 
 
200,15 g/mol 
 
SigmaAldrich 
R7635 
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glicil-glicil-L-tirozil-L-arginin 
(H-Gly-Gly-Tyr-Arg-OH) 
 
 
 
 
451,48 g/mol 
 
Bachem 
4004633 
 
 
 
 
(1S,3R,4R,5R)-3-{[(2E)-3-
(3,4-dihidroksi fenil)prop-2-
enoil]oksi}-1,4,5-
trihidroksiciklo 
heksan-1-karboksilna kislina 
(klorogenska kislina) 
 
354,31 g/mol 
 
SigmaAldrich 
C3878 
 
 
 
3-(3,4-dihidroksi fenil)-2-
propenojska kislina 
(kofeinska kislina) 
 
180,16 g/mol 
 
SigmaAldrich 
D110809 
 
 
 
(1S,3R,4S,5R)-1,3,4,5-
tetrahidroksicikloheksan 
karboksilna kislina 
(kininska kislina) 
 
192,17 g/mol 
 
SigmaAldrich 
138622 
 
 
 
metil (2,5-dioksopirolidin-3-
il)-L-histidinat 
(Su-His-OMe) 
 
266 g/mol 
 
sintetizirala 
mlada 
raziskovalka 
Tjaša Goričan 
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(2S)-2-((2,5-dioksopirolidin-3-
il)amino-3-(1H-imidazol-5-il) 
propanamid 
(Su-His-NH2) 
 
277,09 g/mol 
 
sintetizirala 
mlada 
raziskovalka 
Tjaša Goričan 
 
 
 
2-[(3-nitrofenil)karbamoil] 
benzojska kislina 
(NPCBA) 
 
286 g/mol 
 
NSC408860 
 
 
 
 
3.7. Metode 
 
3.7.1. Splošni del eksperimentov v laboratoriju, priprava raztopin, gojišč in sterilizacija 
steklovine in druge raziskovalne opreme 
Pufrske in druge raztopine in gojišča smo pripravili z Milli Q prečiščeno vodo in jih avtoklavirali 20 
min pri 121 °C in tlakom 1,6 bara (160 kPa). Spojine, katerih sestava ne omogoča izpostavljanja 
visokim temperaturam smo sterilno filtrirali s filtrom z 0,2 µm porami. Steklovino, nastavke za pipete 
in mikrocentrifugirke za uporabo v celičnem laboratoriju smo avtoklavirali dvakrat. Za kinetične 
eksperimente, oziroma za aktivacijo encimov smo uporabljali posebne mikrocentrifugirke (Protein 
LoBind, Eppendorf, Nemčija), ki so minimizirale vezavo proteinov na stene in s tem preprečile izgube 
vzorca.  
 
3.7.2. Molekulsko kloniranje - Vstavljanje DPPI zapisa v ekspresijske vektorje  
S pomočjo metod molekulskega kloniranja smo pripravili konstrukte za izražanje rekombinantnega 
proDPPI v sesalskem ekspresijskem sistemu ter rekombinantnega proDPPI, skrajšane oblike brez 
izključitvene domene (proDPPIΔEX) in 8 mutantnih oblik proDPPI v bakterijskem ekspresijskem 
sistemu.  
Rekombinanten človeški encim proDPPI, ki smo ga pripravili v bakterijskih ekspresijskih celicah je 
imel nukleotidno in aminokislinsko zaporedje prikazano na sliki 10, konstrukt pa je bil vstavljen v 
pET-32/28 vektor pripravljen tako, da smo klonirno mesto vektorja pET-28 vstavili v vektor pET-32.   
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Atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatatggctagcgacacacctgccaactgcacctatcttgacctg 
M  G  S  S  H   H   H  H  H   H   S   S   G  L  V  P   R G   S  H  M   A  S  NheI  D   T   P   A   N  C   T   Y   L   D   L 
ctgggcacctgggtcttccaggtgggctccagcggttcccagcgcgatgtcaactgctcggttatgggaccacaagaaaaaaaagtagtggtgtaccttcagaagctggatacagc 
L  G  T  W  V  F  Q  V  G  S  S  G  S  Q  R  D  V  N  C  S V  M  G  P  Q  E  K  K  V  V  V  Y  L  Q  K  L  D  T  A 
tatgatgaccttggcaattctggccatttcaccatcatttacaaccaaggctttgagattgtgttgaatgactacaagtggtttgccttttttaagtataaagaagagggcagcaaggtgacc 
Y D  D  L  G  N  S  G  H  F  T  I  I  Y  N  Q  G  F  E  I  V L  N  D  Y  K  W  F  A  F  F  K  Y  K  E  E  G  S  K  V  T 
acttactgcaacgagacaatgactgggtgggtgcatgatgtgttgggccggaactgggcttgtttcaccggaaagaaggtgggaactgcctctgagaatgtgtatgtcaacatagca 
T  Y  C  N  E  T  M  T  G  W  V  H  D  V  L  G  R  N  W  A C  F  T  G  K  K  V  G  T  A  S  E  N  V  Y  V  N  I  A 
caccttaagaattctcaggaaaagtattctaataggctctacaagtatgatcacaactttgtgaaagctatcaatgccattcagaagtcttggactgcaactacatacatggaatatgagact 
H L  K  N  S  Q  E  K  Y  S  N  R  L  Y  K  Y  D  H  N  F  V K  A  I  N  A  I  Q  K  S  W  T  A  T  T  Y  M  E  Y  E  T 
cttaccctgggagatatgattaggagaagtggtggccacagtcgaaaaatcccaaggcccaaacctgcaccactgactgctgaaatacagcaaaagattttgcatttgccaacatct 
L  T  L  G  D  M  I  R  R  S  G  G  H  S  R  K  I  P  R  P K  P  A  P  L  T  A  E  I  Q  Q  K  I  L  H  L  P  T  S 
tgggactggagaaatgttcatggtatcaattttgtcagtcctgttcgaaaccaagcatcctgtggcagctgctactcatttgcttctatgggtatgctagaagcgagaatccgtatacta 
W D  W  R  N  V  H  G  I  N  F  V  S  P  V  R  N  Q  A  S  C G  S  C  Y  S  F  A  S  M  G  M  L  E  A  R  I  R  I  L 
accaacaattctcagaccccaatcctaagccctcaggaggttgtgtcttgtagccagtatgctcaaggctgtgaaggcggcttcccataccttattgcaggaaagtacgcccaagatttt 
T N  N  S  Q  T  P  I  L  S  P  Q  E  V  V  S  C  S  Q  Y  A Q  G  C  E  G  G  F  P  Y  L  I  A  G  K  Y  A  Q  D  F 
gggctggtggaagaagcttgcttcccctacacaggcactgattctccatgcaaaatgaaggaagactgctttcgttattactcctctgagtaccactatgtaggaggtttctatggaggc 
G L  V  E  E  A  C  F  P  Y  T  G  T  D  S  P  C  K  M  K  E D  C  F  R  Y  Y  S  S  E  Y  H  Y  V  G  G  F  Y  G  G 
tgc aatgaagccctgatgaagcttgagttggtccatcatgggcccatggcagttgcttttgaagtatatgatgacttcctccactacaaaaaggggatctaccaccacactggtctaaga 
C N  E  A  L  M  K  L  E  L  V  H  H  G  P  M  A  V  A  F  E V  Y  D  D  F  L  H  Y  K  K  G  I  Y  H  H  T  G  L  R 
gaccctttcaacccctttgagctgactaatcatgctgttctgcttgtgggctatggcactgactcagcctctgggatggattactggattgttaaaaacagctggggcaccggctggggt 
D P  F  N  P  F  E  L  T  N  H  A  V  L  L  V  G  Y  G  T  D S  A  S  G  M  D  Y  W  I  V  K  N  S  W  G  T  G  W  G 
gagaatggctacttccggatccgcagaggaactgatgagtgtgcaattgagagcatagcagtggcagccacaccaattcctaaattgtagctcgagcgg 
E N  G  Y  F  R  I  R  R  G  T  D  E  C  A  I  E  S  I  A  V A  A  T  P  I  P  K  L  -            XhoI 
 
Slika 10: Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje rekombinantnega človeškega encima DPPI, ki smo ga 
izrazili v bakterijskih celicah Rosetta Gami II (DE3) pLysS. Z oranžno barvo sta označena start in stop kodona, 
odebeljeni in podčrtani sta restrikcijski mesti XhoI in NheI. Rjava barva označuje histidinsko oznako, modra 
izključitveno domeno, rdeča propeptid, vijolična težko verigo in zelena lahko verigo.  
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Zapis za izražanje rekombinantnega človeškega proDPPI v sesalskih ekspresijskih celicah je vseboval 
poleg zapisa za proDPPI zraven še 46 kDa veliko N-končno fuzijo, sestavljeno iz signalnega peptida 
BM40, maltoza vezalnega proteina in dveh Strep-oznak (slika 11). 
 
atgcgcgcgtggattttttttctgctgtgcctggcgggccgcgcgctggcggcgccgctggaaagctggagccatccgcagtttgaaaaaggcggcggcagcggcggcggcagc 
M   R  A  W   I   F   L   L   C   L   A  G   R   A   L   A   A  P  L   E   S  W  S   H   P   Q  F   E   K   G   G   G   S   G   G  G  S 
ggcggcggcagctggagccatccgcagtttgaaaaactggaaaaaaccgaagaaggcaaactggtgatttggattaacggcgataaaggctataacggcctggcggaagtgggc 
G   G   G   S  W  S   H   P   Q   F   E   K  L   E   K   T   E   E  G   K   L   V   I  W  I  N   G  D   K   G   Y  N  G  L   A  E  V  G 
aaaaaatttgaaaaagataccggcattaaagtgaccgtggaacatccggataaactggaagaaaaatttccgcaggtggcggcgaccggcgatggcccggatattattttttgggcg 
K   K   F   E   K   D   T  G  I  K  V  T  V  E  H  P  D  K  L   E  E K  F  P  Q  V  A  A  T  G  D  G  P  D   I   I   F   W  A 
catgatcgctttggcggctatgcgcagagcggcctgctggcggaaattaccccggataaagcgtttcaggataaactgtatccgtttacctgggatgcggtgcgctataacggcaaa 
H   D   R   F  G   G   Y   A  Q  S  G  L  L  A  E  I  T  P  D  K  A  F Q D K  L  Y  P  F  T  W  D  A  V   R   Y   N   G   K 
ctgattgcgtatccgattgcggtggaagcgctgagcctgatttataacaaagatctgctgccgaacccgccgaaaacctgggaagaaattccggcgctggataaagaactgaaagcg 
L   I   A   Y   P   I  A   V  E   A  L   S  L   I  Y   N  K   D  L   L  P   N  P   P  K   T  W  E  E  I  P A  L  D  K  E  L  K  A 
aaaggcaaaagcgcgctgatgtttaacctgcaggaaccgtattttacctggccgctgattgcggcggatggcggctatgcgtttaaatatgaaaacggcaaatatgatattaaagatgtg 
K  G  K   S  A  L   M  F  N   L  Q  E  P  Y   F  T  W  P    L  I  A  A  D   G  G  Y  A  F  K  Y  E  N  G  K  Y  D  I  K  D  V 
ggcgtggataacgcgggcgcgaaagcgggcctgacctttctggtggatctgattaaaaacaaacatatgaacgcggataccgattatagcattgcggaagcggcgtttaacaaaggc 
G  V  D   N  A  G  A  K   A  G  L   T  F  L  V  D  L  I  K   N  K   H   M  N   A  D  T  D  Y   S  I  A  E  A  A  F  N  K  G 
gaaaccgcgatgaccattaacggcccgtgggcgtggagcaacattgataccagcaaagtgaactatggcgtgaccgtgctgccgacctttaaaggccagccgagcaaaccgtttgtg 
E   T  A  M  T  I  N  G  P   W  A  W  S  N  I  D  T  S   K   V  N  Y  G  V   T  V  L  P  T  F   K   G  Q   P    S  K  P  F  V 
ggcgtgctgagcgcgggcattaacgcggcgagcccgaacaaagaactggcgaaagaatttctggaaaactatctgctgaccgatgaaggcctggaagcggtgaacaaagataaa 
G   V  L   S  A   G  I   N   A   A  S   P   N   K   E   L  A   K    E   F  L   E   N  Y  L    L  T  D   E  G  L   E   A  V  N  K   D  K 
ccgctgggcgcggtggcgctgaaaagctatgaagaagaactggcgaaagatccgcgcattgcggcgaccatggaaaacgcgcagaaaggcgaaattatgccgaacattccgcag 
P   L  G   A   V  A   L  K   S   Y  E   E   E   L  A  K  D   P   R   I   A   A    T   M  E   N  A  Q   K  G   E   I   M   P  N   I  P  Q 
atgagcgcgttttggtatgcggtgcgcaccgcggtgattaacgcggcgagcggccgccagaccgtggatgaagcgctgaaagatgcgcagaccctggtgccgcgcggcagcgcg 
M   S   A   F   W   Y   A   V   R   T  A   V   I   N  A   A  S  G  R  Q   T  V   D  E   A  L  K  D  A  Q  T   L   V   P   R   G   S  A   
agc 
S 
Slika 11: Zaporedje dodatnega dela, pripojenega k zaporedju DPPI. Z rdečo barvo je označen signalni 
peptid proteina BM40, z rjavo dve Strep-oznaki,  z zeleno barvo zaporedje maltoza vezalnega proteina in z 
modro barvo cepitveno mesto za trombin.  
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3.7.2.1. Pomnoževanje zapisa za proDPPI s PCR 
Za PCR reakcijo smo pripravili reakcijsko mešanico, kot je navedena spodaj. Za pomnoževanje smo 
uporabili s DNA-polimerazo PfuTurbo. 
 
Reakcijska mešanica: 
  
2 µl   matrične DNA za prepis 
5 µl    začetnega oligonukleotida F (10 µM) 
5 µl   začetnega oligonukleotida R (10 µM) 
5 µl   mešanice dNTP-jev (2 mM) 
5 µl   10X reakcijskega pufra za DNA-polimerazo PfuTurbo 
5 µl   MgSO4 (25 mM) 
22,5 µl   Milli Q vode 
_______________________________________________________________ 
+ 0,5 µl DNA-polimeraze PfuTurbo. 
 
Reakcija je potekala po protokolu, navedenem spodaj. 
 
PCR protokol: 
--------------------------------------------------------------- 
▪ Začetna denaturacija:   1min  95 °C 
 
▪ Denaturacija:    1 min  95 °C 
▪ Prileganje:    1 min  60 °C  x 30 
▪ Podaljševanje:   3 min  68 °C 
 
▪ Zadnje podaljševanje:  10 min  72 °C 
---------------------------------------------------------------- 
 
 
Uspešnost PCR reakcije smo preverili tako, da smo vzorcem (
 
 
 volumna vsakega vzorca) dodali 6X 
nanašalnegi pufr in jih nanesli na 1,2 % (m/v) agarozni gel z etidijevim bromidom (končna 
koncentracija 0,5 µg/ml). Hkrati z vzorci, smo na gel nanesli tudi DNA standardno lestvico. 
Elektroforezno kad smo napolnili z 1X pufrom TAE in jo priklopili na konstantno napetost 100 V. Po 
približno 40 minutah smo elektroforezo razstavili, gel pa osvetlili z UV svetlobo in detektirali naš 
DNA konstrukt. Glede na DNA standardno lestvico smo lahko ovrednotili uspešnost PCR reakcije in 
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željen DNA konstrukt izrezali iz gela s pomočjo komercialno dostopnih kompletov reagentov. V 
našem primeru smo za izolacijo DNA iz agaroznega gela uporabili komplet reagentov E.Z.N.A.® Gel 
Extraction Kit (Omega Bio-Tek, ZDA).  
 
3.7.2.2. Ligacija PCR produkta v plazmidni vektor pJET in selekcija transformant  
PCR produkt smo s topimi konci ligirali v lineariziran klonirni vektor pJET 1.2 (Thermo Scientific, 
ZDA), tako da smo pripravili reakcijsko mešanico:  
 
8 µl   DNA (čim višja koncentracija) 
1 µl   pJET 1.2 vektorja (končna koncentracija 2,5 µg/µL) 
10 µl   2X reakcijskega pufra 
____________________ 
+ 1 µl DNA-ligaze T4  
 
In jo inkubirali 30 minut pri temperaturi 22 °C.  
 
Reakcijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice DH5α. Kompetentne celice smo 
pripravili po standardnem postopku za pripravo kompetentnih celic na Katedri za biokemijo, Fakultete 
za kemijo in kemijsko tehnologijo. Kompetentne celice smo iz – 80 °C razmazali na trdno gojišče in 
jih po prekonočni inkubaciji na 37 °C nacepili v 400 ml tekočega gojišča LB (+ selekcijski antibiotik), 
kjer smo jih gojili pri konstantnem stresanju in pri 18 °C. Ko so dosegle A600 0,375 smo celice ohladili 
na ledu (10 minut) in jih posedli s centrifugiranjem 7 minut pri 1600 g. Od te stopnje dalje smo vse 
korake priprave kompetentnih celic pripravljali na ledu. Po centrifugiranju smo pelet resuspendirali v 
ledenem pufru s CaCl2 (10 mM HEPES z dodanim 60 mM CaCl2 in 15 % glicerol). Resuspendiranje 
tekom priprave kompetentnih celic smo opravljali nežno s pipeto in ne z vortex mešalom. Celice smo 
zopet centrifugirali 5 min pri 1100 g. Pelet smo raztopili v pufru s CaCl2 in celice pustili na ledu 30 
minut. Celice smo tretjič centrifugirali 5 minut pri 1100 g in peletu dodali svež CaCl2, jih raztopili, 
alikvotirali in zmrznili pri – 80 °C.   
 
Transformacija: 
 
5 µl reakcijske mešanice smo dodali k 100 µl kompetentnih celic DH5α. Po 30 minutni inkubaciji na 
ledu, smo reakcijsko mešanico za 45 sekund inkubirali pri 42 °C. Po transformaciji smo celice 
prestavili za 2 minuti na led, jim nato dodali 800 µL gojišča LB in jih eno uro stresali pri 37 °C. Po 
stresanju smo celice centrifugirali 3 minute pri 3000 g in odlili 700 µl gojišča LB iz supernatanta. 
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Peletirane celice smo premešali in jih razmazali na trdno gojišče LB z dodanim ampicilinom (končna 
koncentracija: 50 µg/ml). Plošče smo preko noči inkubirali pri 37 °C. 
 
Izmed zraslih kolonij smo z metodo PCR na osnovi kolonije preverili nekaj kolonij na prisotnost 
inserta. Pripravili smo reakcijsko mešanico: 
 
2 µl   začetnega oligonukleotida F (10 µM) 
2 µl   začetnega oligonukleotida R (10 µM) 
2 µl   10X reakcijskega pufra za DNA-polimerazo Taq + KCl   
0,4 µl   mešanice dNTP-jev (10 mM) 
2 µl    25 mM MgCl2 
11,5 µl   Milli Q vode 
Namesto matrične DNA = S sterilnim zobotrebcem prenešena kolonija s prekonočne plošče. 
____________________________________________________________________________ 
+ 0,5 µl DNA-polimeraze Taq 
 
PCR reakcija je potekala po protokolu: 
 
--------------------------------------------------------------- 
▪ Začetna denaturacija:   5 min  96 °C 
 
*** Premor za dodatek   5 min       
 DNA-polimeraze Taq 
 
▪ Denaturacija:    1 min  96 °C 
▪ Prileganje:    1 min  60 °C  x 25 
▪ Podaljševanje:   1:30 min 72 °C 
 
▪ Zadnje podaljševanje:  10 min  72 °C 
---------------------------------------------------------------- 
Čeprav ima DNA-polimeraza Taq večjo frekvenco napak kot DNA-polimeraza Pfu Turbo, nas to pri 
identifikaciji pozitivnih transformant ne ovira. PCR reakcijo smo znova preverili z nanosom vzorcev 
na 1,2 % (m/v) agarozni gel. Na podlagi rezultatov smo izbrali nekaj pozitivnih kolonij ter pripravili 
prekonočne kulture iz katerih smo izolirali plazmidno DNA s komercialno dostopnim kompletom 
reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, ZDA). Vzorce smo poslali na analizo 
nukleotidnega zaporedja v podjetje GATC, Eurofins Genomics (Nemčija). 
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
33 
 
3.7.2.3. Priprava ekspresijskega vektorja  
Glede na rezultate sekvenčne analize, smo izbrali naš pravilno pomnožen kosnstrukt in ga izrezali iz 
klonirnega vektorja pJET 1.2 ter ga vstavili v ekspresijski vektor V218, ki smo ga pred tem rezali z 
istimi restrikcijskimi encimi.  
 
Restrikcijska mešanica:  
(prvo rezanje) 
30 µl   konstrukta oz. vektorja (60 oziroma 45 µg/ml)  
1 µl   restrikcijskega encima NheI (10 U/ml) 
3,5 µl   10X pufra Tango  
________________________________________ 
Inkubacija je potekala eno uro pri temperaturi 37 °C → (drugo rezanje) 
K restrikcijski mešanici od prvega rezanja smo dodali: 
1 µl   restrikcijskega encima XhoI (10 U/ml) 
4,4 µl   10X pufra Tango  
_____________________________ 
Inkubacija je potekala eno uro pri temperaturi 37 °C. 
 
Restrikcijsko mešanico smo nanesli na 1,2 % (m/v) agarozni gel in glede na DNA lestvico standardov 
iz gela izolirali in očistili rezan konstrukt in vektor. Pravilno rezan in očiščen DNA zapis za proDPPI 
smo ligirali v ekspresijski vektor V218.  
 
Ligacijska mešanica:  
 
10 µl   DNA zapisa za proDPPI (50 µg/ml) 
2,5 µl   vektor V218 (25 µg/ml) 
1,5 µl   10X pufra Tango 
____________________________ 
+ 1 µl DNA-ligaze T4→ inkubacija preko noči pri 16 °C. 
 
Uspešnost ligacije smo znova preverili s pomočjo transformacije v celice DH5α ter PCR na osnovi 
kolonije in poslali na sekvenčno analizo in preverili ujemanje načrtovanih in izoliranih nukleotidnih 
zaporedij. 
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3.7.2.4. Mestno specifična mutageneza  
S programom »QuikChange kit primer design« na spletni strani agilent.com smo pripravili 
oligonuklotidne začetnike tako, da smo v program vstavili cDNA zapis za DPPI in označili katero 
aminokislino želimo zamenjati. Pripravili smo reakcijsko mešanico: 
 
1 µl   matrične DNA za prepis 
2 µl    začetnega oligonukleotida F (10 µM) 
2 µl   začetnega oligonukleotida R (10 µM) 
5 µl   mešanice dNTP-jev (2 mM) 
5 µl   10X reakcijskega pufra za DNA-polimerazo PfuTurbo 
5 µl   MgSO4 (25 mM) 
1,5 µl   DMSO 
27,5 µl   Milli Q vode 
_______________________________________________________________ 
+ 1 µl DNA-polimeraze PfuTurbo. 
 
PCR reakcija je potekala po protokolu: 
--------------------------------------------------------------- 
▪ Začetna denaturacija:   30 sek  95 °C 
 
▪ Denaturacija:    30 sek  95 °C 
▪ Prileganje:    1 min  55 °C  x 16 
▪ Podaljševanje:   8 min  68 °C 
 
▪ Zadnje podaljševanje:  10 min  72 °C 
---------------------------------------------------------------- 
Reakcijsko mešanico smo nato rezali z restrikcijskim encimom DpnI, da bi se znebili metilirane 
matrične DNA. Po prekonočni restrikciji pri 37 °C smo 5 µl mešanice ligirali v ekspresijski vektor 
pET32/28b(+) in uspešnost mutageneze preverili z analizo nukleotidnega zaporedja. 
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3.7.3. Gojenje celic linije HEK293T 
Vialo s celicami HEK293T smo vzeli iz posode s tekočim dušikom in jo za minuto pomočili v vodo s 
temperaturo 37 °C. 1 ml odtajanih celic smo dodali k 4 ml svežega gojišča DMEM z dodatkom 10 % 
FBS in antibiotiotične mešanice penicilin/streptomicin (50 U/ml in 50 µg/ml). Vse skupaj smo 
centrifugirali 2 minuti pri 0,1 g in odsesali supernatant, pelet pa raztopili v svežem gojišču DMEM 
(+10 % FBS, P/S) in ga nacepili na več plošč s premerom 100 mm. S tem korakom smo se znebili 
glicerola, ki je prisoten ob zamrzovanju celic. Celice smo nato 2 tedna gojili pri 37 °C in ob konstantni 
5 % koncentraciji CO2 in jih med tem vsake 3 dni precepljali v sveže plošče s svežim medijem. 
Precepljanje smo izvedli tako, da smo najprej odsesali staro gojišče in celice sprali s 5 ml pufra PBS. 
Pufer PBS smo nato odsesali in celicam na plošči dodali 2 ml reagenta TrypLE Select, ki vsebuje 
encim tripsin. Ploščo smo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi in na ta način dopustili, da tripsin 
odlepi pritrjene celice s površine plošče. Celice na plošči smo s pomočjo dodatka 3 ml gojišča DMEM 
(+ 10 % FBS, P/S) sprali s plošče in jih prenesli v centrifugirko ter centrifugirali 2 minuti pri 0,2 g. 
Supernatant smo odsesali, celice pa raztopili v 10 ml svežega gojišča DMEM (+ 10 % FBS, P/S) in 1 
ml nacepili na novo ploščo z 9 ml gojišča gojišča DMEM (+ 10 % FBS, P/S). Po dveh tednih smo 
pustili eno ploščo, da je dosegla 70 % konfluentnost (gostota poraščenosti) in ji pred transfekcijo zgolj 
zamenjali gojišče. 
 
 
3.7.4. Transfekcija plazmidne DNA v celice HEK293T 
Iz bakterijske kulture E. coli, kjer smo pomnoževali plazmidni vektor V218-proDPPI, smo izolirali 10 
µg plazmidne DNA v 70 µL, kolikor je svetovana koncentracija za transfekcijo v 100 mm ploščah s 
strani proizvajalca transfekcijskega reagenta TurboFect (Thermo Fischer Scientific, ZDA). 
Konfluentnim celicam HEK293T smo odvzeli staro gojišče in jim dodali sveže gojišče DMEM brez 
FBS in P/S. Transfekcijo smo izvedli tako, da smo: 
 
70 µl  plazmidne DNA zmešali s 430 µl segretega DMEM gojišča, 
20 µL reagenta TurboFect pa z 480 µl segretega DMEM gojišča ter nato oboje združili in previdno 
premešali.  
Mešanico smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi, nato pa jo v celoti prenesli v gojišče na plošči 
k celicam in ploščo inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2.   
48 ur po transfekciji smo celice precepili po pasažah v več različnih redčitvah in paralelkah v gojišču 
DMEM (+10 % FBS, + P/S, + 2 µg/ml puromicina). Eno paralelko smo nacepili tudi v gojišče brez 
puromicina, kot kontrolno ploščo.  
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V naslednjih dveh tednih smo menjavali gojišče in čakali, da si celice opomorejo po transfekciji. Po 
dveh tednih, so celice spet rasle z normalno hitrostjo. 
 
 
3.7.5. Izražanje proteinov v sesalskem ekspresijskem sistemu  
Transficirane celice smo ves čas gojili v gojišču DMEM (+ 10 % FBS, P/S) ob prisotnosti 
selekcijskega antibiotika puromicina (končna koncentracija 2 µg/µL). Preden smo gojišče začeli 
zbirati za nanos na Strep-afinitetno kromatografijo smo znižali koncentracijo FBS-ja iz 10 % na 2 %. 
Za izražanje v večjih količinah gojišča smo nagojili 6 konfluentnih plošč transficiranih celic in jih 
precepili v 500 ml svežega gojišča DMEM (+ 2 % FBS, P/S, puromicin) in gojišče s celicami 
razporedili po štirih plastičnih troprekatnih ekspresijskih flašah (Nunc TripleFlask, Thermo Fischer 
Scientific, ZDA). Celicam smo nato vsake 2-3 dni zamenjali gojišče, odstranjenemu gojišču, v 
katerega so celice izločale željen protein, pa smo dodali: 1 M Tris/HCl pH 8 (končna koncentracija 
100 mM, potreben dvig pH), PMSF (končna koncentracija 1 mM, inhibitor serinskih peptidaz) in ga 
centrifugirali 30 minut pri 900 vrt./min. Po centrifugiranju smo supernatant še prefiltrirali skozi filter z 
velikostjo por 0,2 µm in ga zamrznili pri – 80 °C. 
 
 
3.7.6. Izolacija rekombinantnega proDPPI iz gojišča celic HEK293T - Strep-afinitetna 
kromatografija 
Gojišče iz celičnega laboratorija, ki smo ga dobili z zbiranjem iz zamrzovanjem po ekspresiji, smo 
skoncentrirali z uporabo celice za ultrafiltracijo (Amicon, Merck Millipore, Irska). Med 
koncentriranjem smo z merjenjem absorbance redno preverjali vsebnost proteinov in morebitno 
puščanje ultrafiltra. Celico za ultrafiltriranje smo napolnili s filtrom, magnetnim mešalom in gojiščem, 
ter ustvarili nadtlak s priključitvijo le te na stalni dotok dušika. Zbran medij vsake ekspresije (približno 
1,5 l) smo skoncentrirali na 100 ml in ga pred nanosom na Strep-tag afinitetno kolono še enkrat 
prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. 
Strep-tag afinitetna kromatografija temelji na močni afiniteti proteina streptavidina do oznake strep, ki 
je sestavljena iz zgolj osmih aminokislinskih ostankov. Oznaka, ki sestoji iz aminokislin triptofan-
serin-histidin-prolin-glutamin-fenilalanin-glutamat-lizin, se zelo specifično veže na streptavidin. Za 
izolacijo DPPI iz gojišča, pridobljenega med ekspresijo v sesalskih celicah, smo izkoristili to oznako, 
ki smo jo s kloniranjem dodali nukleotidnemu zaporedju DPPI. Skoncentrirano in prefiltrirano gojišče 
smo nanesli na kolono, ki smo jo predhodno ekvilibrirali s pufrom za spiranje 100 mM Tris/HCl s pH 
8 in dodatkom 150 mM NaCl in 1 mM EDTA. Gojišče smo nanašali s pretočno črpalko ob 
konstantnem pretoku 0,7 ml/min. Po nanešenem gojišču smo kolono sprali s 5 volumni (5V) pufra za 
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spiranje in se na ta način znebili vsega albumina iz gojišča DMEM, ki bi morebiti ostal na koloni in 
tako motil kasnejše stopnje čiščenja. Sledila je elucija vezanih proteinov s pufrom za spiranje, 
kateremu je dodan še 2,5 mM destiobiotin, ki ima do streptavidina večjo afiniteto kot strep-oznaka. 
Med elucijo smo zbirali frakcije po 250 µl in jim pomerili absorbanco pri 280 nm. Frakcije, ki so 
vsebovale proteine, smo združili in skoncentrirali v 15 ml koncentratorjih Amicon (Merck Millipore, 
Irska) s spodnjo mejo 10 kDa. Skoncentriran vzorec smo alikvotirali in do aktivacije hranili pri – 80 
°C. Določanje koncentracije proteinov smo izvedli kot je navedeno v točki 3.7.9. 
 
 
3.7.7. Izražanje proteinov v bakterijskem ekspresijskem sistemu 
Bakterijske celice Rosetta gami II DE3 (plysS) smo gojili v tekočem gojišču LB, kateremu smo dodali 
ampicilin, kloramfenikol in tetraciklin (končne koncentracije 50, 34 in 12,5 µg/ml). Najprej smo 
pripravili prekonočno kulturo, kjer smo nagojili celice, precepljene iz trdega gojišča, s stresanjem pri 
37 °C preko noči. S to kulturo smo nacepili večje količine gojišča in vse skupaj stresali pri 37 °C in 
intervalno merili absorbanco pri 600 nm. Pri A600 je 0,6 – 0,8 smo gojišče in celice shladili do 18 °C in 
dodali IPTG do končne koncentracije 1 mM in tako inducirali transkripcijo proteinov laktoznega 
operona. Indukcijo smo nato stresali pri 18 °C 20 ur. Po indukciji smo celice centrifugirali 10 minut 
pri 8000 g in odlili supernatant. K peletu smo dodali 30 mM Tris/HCl pufra s pH 7,4 in dodatkom 20 
% (m/v) saharoze ter 1 mM EDTA. Pelet smo resuspendirali in zopet centrifugirali 10 minut pri 11000 
g. Supernatant smo znova odlili.  
 
 
3.7.8. Analiza velikosti proteinov v celičnem lizatu 
Za preverjanje velikosti proteinov v celičnem lizatu, smo pred in po končani indukciji vzeli iz gojišča 
z bakterijsko kulturo 1 ml vzorca in ga centrifugirali pri 14 000 g 5 minut. Supernatant smo zavrgli, 
pelet pa resuspendirali v 100 µl 5X pufra za vzorce za NaDS PAGE. Po enačbi 1 smo izračunali 
količino tako pripravljenega vzorca za nanos na elektroforezni gel glede na korekcijski faktor in 
koeficient redčenja R (v tem primeru 10).  
 
              
   
         
 
…………..(1) 
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3.7.9. Izolacija proteinov iz bakterijskih celic  
Pelet po bakterijski ekspresiji smo resuspendirali s homogenizatorjem v pufru za nanašanje na Ni2+ 
afinitetno kolono. Vzorec smo nato sonificirali pri konstantni moči 50 W po naslednji shemi:  
20 sekund razbijanja z ultrazvokom, 10 sekund premora. Vse skupaj smo petkrat ponovili nato pa 
vzorec centrifugirali 20 minut pri 25 000 g, da bi se znebili celic in preostalega neželenega celičnega 
materiala. Po centrifugiranju celičnega lizata smo supernatant prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 
0,2 nm in ga s pomočjo peristaltične črpalke nanesli na Ni2+ afinitetno kolono. Kolono smo priklopili 
na Äkta FPLC sistem in gradientno eluirali vezane proteine s 6-kratno histidinsko oznako. Gradient 
smo nastavili tako, da je v 20-ih minutah procent pufra za spiranje in s tem koncentracija imidazola 
naraščala od 0 – 100 %. Med elucijo smo zbirali frakcije po 1,5 ml in detektirali koncentracijo 
proteinov pri absorbanci 280 nm.  
Frakcije, ki so vsebovale rekombinanten protein smo združili in preko noči dializirali v dializnem 
črevu v več litrih dializnega pufra (20 mM NaH2PO4, pH 7,4 z dodatkom 300 mM NaCl, 1 mM 
EDTA) pri 4 °C ob stalnem mešanju. 
Po dializi smo vzorec skoncentrirali do A280 je 1-2 v koncentratorjih Amicon Ultra s spodnjo mejo 10 
kDa. Vzorec smo alikvotirali in ga do uporabe hranili pri - 80 °C. Točno koncentracijo proteinov v 
vzorcu smo izračunali preko podatka o absorbanci pri 280 nm in ekstinkcijskega koeficienta, ki smo 
ga izračunali za vsak konstrukt posebej, s pomočjo prosto dostopnega programa ExPASy ProtParam, 
dostopnega na internetni strani https://web.expasy.org/protparam/.  
 
 
Ekstinkcijski koeficient je določen po enačbi 2 [89] kot: 
 
ε (Proteina) = (Število Tyr ostankov) × ε (Tyr) + (Število Trp ostankov) × ε (Trp) + (Število Cys 
ostankov) × ε (Cys)                                           
………(2) 
 
V našem primeru, so bili vsi izolirani proteini encimi, zato smo preko izračuna koncentracije proteinov 
v vzorcu z Beer-Lambertovim zakonom         , lažje natančno nastavili titracijo encima in 
tako določili aktivno koncentracijo encima.  
 
 
3.7.10. Kromatografija z ločevanjem po velikosti (gelska filtracija) 
Za čiščenje proDPPI pred aktivacijo in aktivnega DPPI smo uporabili kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti. Kromatografsko kolono Superdex 75 10/300 GL ali Superdex 200 10/300 GL smo priklopili 
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na sistem Äkta FPLC. S kolono Superdex 75 smo čistili proDPPI iz bakterijskega ekspresijskega 
sistema, s kolono Superdex 200 pa aktivacijsko mešanico DPPI iz obeh ekspresijskih sistemov. 
Kolono smo pred nanosom vzorcev ekvilibrirali v ustreznem pufru, in sicer 20 mM NaH2PO4 pH 7,4 z 
dodatkom 300 mM NaCl in 1 mM EDTA v primeru proDPPI oziroma  50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 300 mM NaCl in 1 mM EDTA v primeru aktivnega DPPI. Kromatografija je potekala pri 
konstantnem pretoku 0,7 ml/min, koncentracijo proteinov smo detektirali pri absorbanci 280 nm, 
velikost proteinov v posameznih ločenih vrhovih pa smo določili s pomočjo priloženega grafa 
standardnih proteinov proizvajalca kolone GE Healthcare (VB) in z interno krivuljo standardnih 
proteinov laboratorija na Katedri za biokemijo, Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo. Vse 
pomembnejše vrhove na kromatogramu smo preverili z NaDS PAGE. 
 
 
3.7.11. Poliakrilamidna elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Za poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata smo vlili gele, ki so imeli 
glede na velikost nanešenih proteinov spodnji (ločevalni) del zamrežen 7, 12,5, 15 in 17 %. Zgornji 
(koncentracijski) gel smo pripravili vedno 5 %. Sestavine za pripravo enega gela so podane v tabeli 
11.  
 
Tabela 11: Seznam količin posameznih reagentov za pripravo poliakrilamidnega gela v prisotnosti 
NaDS.  
 
 
Sestavine 
Ločevalni gel Koncentracijski 
gel 
7 % 12,5 % 15 % 17,5 % 5 % 
dH2O 2,83 ml 2,14 ml 1,83 ml 1,49 ml 3,08 ml 
Pufer 1,5 M Tris/HCl pH=8,8 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml / 
Pufer 0,5 M Tris/HCl pH=6,8 / / / / 1,25 ml 
Akrilamid:bisakrilamid 37,5:1 0,875 ml 1,57 ml 1,88 ml 2,19 ml 0,625 ml 
10 % (m/v) NaDS 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
TEMED 7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL 7,5 µL 
10 % APS 15 µL 15 µL 15 µL 15 µL 15 µL 
  
Vzorcem smo pred nanosom dodali (
 
 
 volumna vzorca) 5X reducirajočega pufra z NaDS in ga 5 minut 
inkubirali pri 95 °C. Poleg vzorcev, smo na gel vedno nanesli tudi proteinsko lestvico standardov. Gel 
smo vpeli v nosilec in prestavili v elektroforezno kadičko. Vanjo smo nalili 1X elektroforezni pufer z 
NaDS in jo priklopili na vir napetosti ter nastavili vrednosti na 200 V in 35 mA. Elektroforezo smo po 
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30-ih minutah ustavili in gel barvali naslednjih 45 minut v raztopini za barvanje elektroforeznih gelov 
(0,2 % (m/v) raztopina Coomassie modrega barvila v 40 % etanolu, + 10 % ocetna kislina). Po 
barvanju smo gel sprali z Milli Q vodo in ga razbarvali z raztopino za razbarvanje elektroforeznih 
gelov, ki vsebuje 30 % (v/v) etanola in 10 % (v/v) ocetne kisline.   
 
 
3.7.12. Aktivacija DPPI, DPPIΔEX in mutantnih oblik DPPI 
Aktivacijo proDPPI iz bakterijskega in sesalskega ekspresijskega sistema smo izvedli po enakem 
postopku. Vzorec DPPI smo nakisali z dodatkom 5 % volumna vzorca 3 M NaOAc, pH 3,8 in mu 
dodali katepsin L (v razmerju 20:1) in 5 mM DTT. Aktivacijsko mešanico smo nato stresali pri 37 °C 
in intervalno merili encimsko aktivnost tako, da smo spremljali razgradnjo sintetičnega fluorogenega 
substrata H-Gly-Phe-AMC. Razgradnjo substrata smo spremljali pri valovni dolžini ekscitacije λeks = 
390 nm in valovni dolžini emisije  λem = 480 nm.  
DPPIΔEX smo aktivirali podobno, z dodatkom 5 % volumna vzorca 3 M NaOAc, pH 3,8 in dodatkom 
pepsina (končna koncentracija 50 µg/ml). V aktivacijsko mešanico smo dodali tudi 5 mM DTT in 
0,05 % reduciranega Tritona X-100. Mešanico smo stresali pri 37 °C in merili razgradnjo sintetičnega 
fluorogenega substrata H-Gly-Phe-AMC. Ker s tem substratom nismo zaznali nobene encimske 
aktivnosti, smo aktivnost encimske mešanice preverili še na splošnem substratu za endopeptidaze, Z-
Phe-Arg-AMC. 
Ko je encimska aktivnost prenehala naraščati smo aktivacijsko mešanico centrifugirali 5 minut pri 14 
000 g in supernatant prenesli v svežo mikrocentrifugirko. Aktivacijski mešanici DPPI iz bakterijskega 
ekspresijskega sistema smo pred nanosom na gelsko izključitveno kromatografijo dodali E-64 v 
molarnem razmerju 1:1 s katepsinom L. Prav tako smo v aktivacijsko mešanico DPPIΔEX po 
zaključeni aktivaciji dodali inhibitor pepsina – pepstatin (končna koncentracija 50 µg/ml). Vzorce 
aktivnega encima smo očistili z gelsko izključitveno kromatografijo, vzorec analizirali z NaDS PAGE 
in mu izmerili absorbanco pri 280 nm. Tako pripravljen encim smo uporabljali za vse biokemijske 
analize.   
 
 
3.7.13.  Merjenje encimske razgradnje kolagena in želatine, azokazeina in elastina z DPPIΔEX 
3.7.13.1. Razgradnja kolagena in želatine 
Katepsin K, L in DPPIΔEX (končna koncentracija vsakega 1 µM) smo ločeno inkubirali s topnim 
kolagenom iz telečje kože raztopljenim v 50 mM NaOAc pufru pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 
mM EDTA in 5 mM DTT (končna koncentracija kolagena 0,4 mg/ml). Reakcijske mešanice smo 
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inkubirali pri 37 °C in vzeli vzorec po 4, 8 in 24-tih urah. Reakcijo smo prekinili z dodatkom E-64 v 
prebitku in vzorce analizirali z NaDS PAGE.  
Za analizo razgradnje želatine, smo topen kolagen raztopili v 50 mM NaOAc pufru pH 5,5 z dodatkom 
100 mM NaCl, 1 mM EDTA do končne koncentracije 1 mg/ml. Raztopino smo inkubirali 20 minut pri 
temperaturi 45 °C, in ga tako toplotno denaturirali. Tako pripravljen vzorec smo nato inkubirali z 
vsemi tremi encimi (končna koncentracija 0,1 µM), reakcijo ustavili po 5 in 15 minutah z dodatkom E-
64 v prebitku in vzorce analizirali s poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti NaDS. 
 
 
3.7.13.2. Razgradnja azokazeina 
Razgradnjo azokazeina smo spremljali tako, da smo inkubirali encime (končna koncentracija 0,1 µM) 
z azokazeinom raztopljenim v 50 mM NaOAc pufru pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA 
in 5 mM DTT (končna koncentracija 3 mg/ml). Reakcijske mešanice smo inkubirali 2 uri pri 37 °C, 
reakcijo pa prekinili s precipitacijo s 5 % (m/v) TCA in inkubacijo na ledu (15 minut). Vzorce smo 
zbistrili s centrifugiranjem 10 minut pri 14 000 g, bistre supernatante zmešali z 4V NaOH ter jim 
pomerili absorbanco pri 440 nm.  
 
 
3.7.13.3. Razgradnja elastina 
Topen ETNA-elastin smo razredčili v 50 mM NaOAc pufru pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA (končna koncentracija 5 mg/ml). 200 µl elastina smo ločeno inkubirali z encimi (končna 
koncentracija vseh 0,1 µM) 3 ure pri 37 °C. Reakcijo smo prekinili s preciptacijo s 5 % (m/v) TCA in 
vzorce centrifugirali 20 minut pri 20 000 g. Bistrim supernatantom smo dodali 2,8 ml 0,2 M boratnega 
pufra pH 8,5 in 1 ml raztopine fluoreskamina (0,15 mg/ml v acetonu). Fluorescenco vzorcev smo 
pomerili pri valovnih dolžinah λeks = 390 nm in  λem = 480 nm. Standardno krivuljo smo določili z 
različnimi koncentracijami alanina.  
 
 
3.7.14. Merjenje encimske kinetike  
Meritve encimske kinetike smo opravljali s fluorimetrom LS50B, Perkin Elmer (ZDA), da smo 
določili kinetične parametre hidrolize substratov in vezave modifikatorjev na DPPI. Fluorescenčna 
spektroskopija je metoda, pri kateri merimo fluorescenco oziroma svetlobo, ki jo vzorec oddaja, ko ga 
vzbudimo z žarkom določene valovne dolžine in povzročimo premik elektronov v višje stanje (λeks). 
Vzorec izseva (emitira) fluorescenco, ko se vzbujeni elektroni vračajo nazaj v osnovno stanje, to pa 
merimo pri valovni dolžini λem. Fluorescenco oddajajo snovi imenovane fluorofori, v našem primeru 
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7-amino-4-metil kumarin (AMC), katerega spremljamo pri valovnih dolžinah λeks= 370 nm in λem = 
455 nm. Fluorimeter ima možnost merjenja pri konstantni temperaturi z uporabo obtočnega 
termostata, v našem primeru nastavljenega na  25 °C in ob konstantnem mešanju (uporaba magnetnih 
mešal). Žarkovne reže smo imeli odprte v velikosti 5-10 nm, vse preiskovane spojine in sintetične 
substrate pa smo raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO).  
 
 
3.7.14.1. Titracija encimov DPPI in DPPIΔEX  
 
Titracijo DPPI smo izvedli po protokolu opisanem v tabeli 12, DPPIΔEX pa po protokolu opisanem v 
tabeli 13.  
 
Tabela 12: Titracija encima DPPI iz obeh ekspresijskih sistemov. Sestava reakcijskih mešanic za 
posamezne točke v titracijskem eksperimentu. 
Razmerje 
encim : E-64 
Encim 
(koncentracija 
tetramera/monomera 
0,4 µM in 0,33 µM-
ocenjeno iz meritev A280) 
E-64 
(2 µM) 
Reakcijski pufer 
(z 5 mM DTT) 
1 : 0 8 µL / 192 µL 
1 : 0,2 8 µL 0,32 µL/0,26 µL 191,68 µL/191,74 µL 
1 : 0,3 8 µL 0,48 µL/0,39 µL 191,52 µL/191,61 µL 
1 : 0,4 8 µL 0,64 µL/0,52 µL 191,36 µL/191,48 µL 
1 : 0,6 8 µL 0,96 µL/0,79 µL 191,04 µL/191,21 µL 
1 : 0,8 8 µL 1,28 µL/1 µL 190,72 µL/191 µL 
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Tabela 13: Titracija encima DPPIΔEX. Sestava reakcijskih mešanic za posamezne točke v 
titracijskem eksperimentu. 
Razmerje  
encim : E-64 
Encim 
(koncentracija  
DPPIΔEX 
5 µM 
Ocenjeno iz A280) 
E-64 
(2µM) 
Reakcijski pufer 
(z 5mM DTT) 
1 : 0 0,4 µL / 199,6 µL 
1 : 0,1 0,4 µL 0,1 µL 199,5 µL 
1 : 0,2 0,4 µL 0,2 µL 199,4 µL 
1 : 0,3 0,4 µL 0,3 µL 199,3 µL 
1 : 0,4 0,4 µL 0,4 µL 199,2 µL 
1 : 0,5 0,4 µL 0,5 µL 199,1 µL 
1 : 0,8 0,4 µL 0,8 µL 198,8 µL 
1 : 1 0,4 µL 1 µL 198,6 µL 
    
 
Encim in inhibitor smo zmešali v različnih razmerjih v reakcijskem pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Mešanico smo inkubirali pri 25 °C 10 minut 
(DPPIΔEX), 1 uro (DPPImono) in 5 ur (DPPItet). Celotno reakcijsko mešanico posameznega razmerja 
smo dodali k 1800 µl reakcijskega pufra in merili preostalo encimsko aktivnost pri koncentraciji 
substata 5 µM v primeru DPPIΔEX in 100 µM v primeru DPPI. Krivuljo na grafu odvisnosti encimske 
aktivnosti od razmerja encim:inhibitor smo ujemali z linearno regresijo in iz presečišča premice z osjo 
x odčitali točno koncentracijo aktivnega encima.    
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3.8. Matematični modeli  
3.8.1. Določanje kinetičnih parametrov hidrolize sintetičnih substratov z DPPI, DPPIΔEX in 
mutantnimi oblikami DPPI 
Za opis odvisnosti hitrosti pretvorbe substrata v produkt od koncentracije substrata smo uporabili 
Michaelis-Mentenino enačbo (3).  
 
    
       
       
  
            
      
 
………..(3) 
S prileganjem modela eksperimentalnim točkam smo določili vrednost parametrov Km, kcat in kcat/Km. 
Katalitično konstanto kcat (pretvorbeno število) lahko definiramo kot vmax/[ET] in jo lahko delimo z 
kostanto Km za določen par encim/substrat in dobimo konstanto specifičnosti encima (kcat/Km, M
-1, s-1). 
V primeru, da je encim določen substrat cepil slabo oziroma zelo počasi (DPPIΔEX) smo encim 3 ure 
inkubirali s substratom pri 25 °C in mu nato pomerili fluorescenco. Iz vrednosti fluorescence smo nato 
za vsak substrat preračunali specifično aktivnost (nmol mg-1 min-1).    
 
 
3.8.2. Določanje stabilnosti DPPIΔEX  
Stabilnost DPPIΔEX smo preverili z inkubacijo pri pH 4,5, 6 in 7,4. Za določanje razpolovnega časa  
smo uporabili enačbo za eksponentni razpad (4), 
  
 
      
      
…………(4) 
 
razpolovni čas encima smo izračunali iz konstante hitrosti razpada k po enačbi (5): 
 
 
  
 ⁄
 
   
 
 
…………(5) 
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3.8.3. Kinetika vezave E-64 na DPPI in DPPIΔEX  
Pri določanju razlik med DPPI izraženim v bakterijskem in sesalskem ekspresijskem sistemu smo 
inhibicijo z E-64 okarakterizirali z mehanizmom počasne vezave inhibitorjev v dveh korakih (slika 
12). Eksperimentalnim krivuljam meritev hitrosti hidrolize substrata v odvisnosti od koncentracije E-
64 smo prilegali enačbo 6. Kot rezultate smo dobili vrednost hitrostne konstante psevdoprvega reda k 
in hitrosti reakcije ob času 0 vz ter nato narisali grafa odvisnosti k od koncentracije inhibitorja, ki je 
definirana z enačbo 7 in odvisnosti vz od koncentracije inhibitorja, ki je definirana z enačbo 8.  
 
 
 
 
Slika 12: Mehanizem počasne vezave inhibitorjev v dveh korakih. S črko I je označen inhibitor, s črko S 
substrat, črko E encim, P produkt. Hitrostne konstante so podane s črko k in pripadajočo številko. 
 
 
        
     
 
         
………….(6) 
 
 
 
Vrednost hitrostne konstante k je za mehanizem na sliki 12 od koncentracije inhibitorja odvisna po 
zvezi: 
  
  
   
  
    
   
  
 
……………(7) 
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kjer je σ razmerje      ⁄ , k4 hitrostna konstanta pretvorbe nekovalentnega kompleksa EI v kovalentni 
kompleks EI*,  Ki pa ravnotežna konstanta disociacije nekovalentnega kompleksa EI ob času nič, ko 
kovalenten kompleks še ni prisoten in je definirana kot         ⁄ . 
 
 
Hitrost ob času nič vz je od koncentracije inhibitorja odvisna po zvezi: 
 
   
       
    
   
  
 
……………(8) 
 
kjer je v0 začetna hitrost reakcije v odsotnosti inhibitorja. 
 
 
3.8.4. pH profila DPPI in DPPIΔEX 
Na sliki 13 je prikazana shema modela s štirimi protonacijskimi stanji, ki je bila razvita za opis pH 
profila papaina  [10] ter poenostavljena oblika tega modela iz istega vira, katero smo uporabili za opis 
pH profila DPPI in DPPIΔEX. V poenostavljeni obliki pretvorba zvrsti EH2 v EH vključuje tudi 
pretvorbo EH3 (K1
app vsebuje K1' in K1). 
 
 
 
 
Slika 13: Shema štiri protonacijskega modela. S črko E je označen encim, ki se nahaja v štirih protonacijskih 
stanjih (EH3, EH2, EH in E) s črkami K pa so označene hitrostne konstante. 
 
 
Sistem na sliki 13 desno lahko opišemo z enačbo 9 v kateri K1 in K2 predstavljata Ka vrednosti 
ionizirajočih skupin.  
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………..(9) 
 
 
3.8.5. Splošni mehanizem modifikatorjev 
Splošni mehanizem modifikatorjev opisuje interakcijo encima, substrata in enega modifikatorja, ki 
lahko encimsko aktivnost poveča (aktivator) ali zavre (inhibitor). Splošni mehanizem modifikatorjev 
se tako imenuje, ker dobro opiše aktivacijo in inhibicijo, oz. v splošnem vse mehanizme interakcije s 
stehiometrijo 1:1 pod pogoji klasične encimske kinetike, t.j. pod predpostavko hitrega ravnotežja za 
pretvorbo substrata v produkt ter vezave modifikatorja na encim in odsotnosti tesnih interakcij [90].   
 
 
 
 
Slika 14: Shema splošnega mehanizma modifikatorjev. S črko I je označen modifikator (inhibitor ali 
aktivator), s črko S substrat, črko E encim, P produkt, Ks in Ki pa sta ravnotežni konstanti disociacije 
kompleksov encima in substrata (ES) ter encima in modifikatorja (EI). kcat je katalitična konstanta, α in β pa sta 
koeficienta, s katerih razberemo vpliv efektorja na aktivnost encima.  
 
Mehanizem na sliki 14 opišemo z enačbo 10,  
 
   
            
   
   
 
  
   
   
     
   
   
 
 
………….(10) 
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kjer je vi hitrost v prisotnosti modifikatorja, v0 hitrost reakcije brez modifikatorja, KI ravnotežna 
konstanta disociacije kompleksa encima in modifikatorja, α in β koeficienta, ki določata vpliv 
modifikatorja na afiniteto encima do substrata oziroma katalitične lastnosti encima, σ pa je definirana 
kot razmerje [S]/Km [90].  
Parametra kot že omenjeno določita mehanizem inhibicije oziroma aktivacije. Parameter α nam pove, 
za koliko se zmanjša ali zveča afiniteta encima do substrata ob prisotnosti modifikatorja. Parameter β 
je pri linearnih mehanizmih inhibicije enak 0, kar neposredno pomeni, da kompleks encim/substrat 
(ES) in kompleks encim/modifikator/substrat (EIS) razpadejo enako hitro, več mehanizmov in 
vrednosti parametrov α in β je opisanih v tabeli 14. 
 
Tabela 14: Primeri inhibicij in pripadajočih vrednosti parametrov α in β.  
Linearne inhibicije Hiperbolične inhibicije 
Linearna kompetitivna inhibicija 
                             α = ∞    β = 0 
Hiperbolična kompetitivna inhibicija 
0 < α < ∞   β = 1 
Linearna nekompetitivna inhibicija 
α = 1    β = 0 
Hiperbolična nekompetitivna inhibicija  
α = 1    0 < β < 1 
Linearna akompetitivna inhibicija  
                α → 0, Ki → ∞  β = 0 
Hiperbolična akompetitivna inhibicija  
        0 < α < 1    0 < β < 1 in α = β 
Linearna mešana inhibicija  
                           1 < α < ∞  β = 0 
Hiperbolična mešana inhibicija  
1 <  α  < ∞     0 < β < 1 
 
 
3.8.6. Diagram sprecifičnih hitrosti  
Diagram specifičnih hitrosti je metoda linearizacije splošnega mehanizma modifikatorjev, ki je 
uporabna zlasti za določevanje mehanizma modifikacije ter vrednosti koeficientov α in β [91]. V tem 
primeru izmerimo hitrost v prisotnosti nekaj koncentracij inhibitorja pri več različnih koncentracijah 
substrata in narišemo diagram specifične hitrosti vI od koncentracije substrata v obliki σ/(1+σ) (enačba 
11).  
 
 
  
  
  
   (
 
   
 
 
  
)
   
   
   
 
 
    
 
  
   
  
   
   
   
 
………..(11) 
 
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
49 
 
Na tem grafu vedno dobimo premice, ki povezujejo točke dobljene z isto koncentracijo inhibitorja, ne 
glede na mehanizem interakcije encima in modifikatorja [92]. Vrednosti parametrov lahko določimo z 
regresijsko analizo primarnega diagrama ali s konstrukcijo sekundarnega diagrama na osnovi 
primarnega, kjer narišemo graf odvisnosti ekstrapoliranih vrednosti premic primarnega diagrama a/(a-
1) (vrednost a odčitamo kot presečišče premic z osjo x (σ/(σ+1) = 0)) in b/(b-1) (vrednost b odčitamo 
kot vrednost premic pri x (σ/(σ+1) = 1)) od 1/[I] (enačbi 12 in 13).  
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3.8.7. Krivulja odziva na odmerek (logistična enačba) 
V primeru, da se splošni mehanizem modifikatorjev ni dobro prilegal rezultatom, smo podatke 
analizirali tudi s pomočjo krivulje odziva na odmerek oziroma logistične enačbe s štirimi parametri, 
prilagojene za encime [93], ki opisuje odvisnost hitrosti reakcije v prisotnosti modifikatorja x od 
modifikatorja I (enačba 14). V tej enačbi v0 predstavlja hitrost reakcije v odsotnosti modifikatorja, v∞ 
hitrost reakcije ob nasičenju z modifikatorjem, EC50 koncentracijo modifikatorja, potrebno, da se 
hitrost reakcije spremeni za polovico razlike med v0 in v∞, h pa je ekvivalenten Hill-ov koeficient, ki je 
mera za kooperativnost vezave I na E. V kolikor je koeficient po končanih izračunih enak 1, pomeni 
da ni prisotne kooperativnosti, h > 1 pomeni pozitivno kooperativnost, h < 1 pa negativno 
kooperativnost. 
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3.8.8. Linearna kompetitivna, akompetitivna in mešana inhibicija  
Za analizo titracijskih krivulj linearnih inhibitorjev smo po potrditvi mehanizma uporabili ustrezne 
enačbe za linearno kompetitivno (15), akompetitivno (16) ali mešano (17) inhibicijo:  
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..………..(17) 
, kjer je Kic konstanta inhibicije za reakcijo        , Kiu pa konstanta inhibicije za reakcijo 
         . Za analizo bi lahko uporabili tudi splošen mehanizem modifikatorjev ob upoštevanju 
ustreznih kombinacij parametrov (tabela 14), a je uporaba namenskih enačb 15 do 17 enostavnejša, 
rezultati pa lažje predstavljivi. 
 
 
3.8.9. Korekcija fluorescenčnih podatkov zaradi absorbance preiskovanih spojin 
Nekatere spojine so pri merjeni valovni dolžini fluorescence absobirale, zato smo naredili korekcijo za 
faktor IFE, kar pomeni efekt notranjega filtra, ko absorbanca spojine vpliva na lažno nižanje 
fluorescence [94]. Za vsako spojino, kjer je vsota absorbanc pri vzbujevalni in emisijski valovni 
dolžini presegla vrednost 0,08 je bila potrebna korekcija po spodnjih enačbah 18 in 19.  
 
 
                    
…………..(18) 
 
Fpopravljena = Fizmerjena * IFE 
…………..(19) 
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3.9.  Molekulsko umeščanje s pomočjo računalniških programov Dock 6 in AutoDock 
Vina 
 
Za molekulsko umeščanje smo sprva uporabljali program Dock 6, ki so ga razvili na Univerzi v 
Kaliforniji (UCSF, ZDA) in je namenjen umeščanju knjižnic spojin. Uporabili smo komercialno 
dostopne knjižnice, knjižnico NCI, in našo laboratorijsko knjižnico spojin, ki se nahajajo na Katedri za 
biokemijo, FKKT. Izbrane najboljše spojine vsakega posameznega umeščanja, smo nato še enkrat 
preverili s programom AutoDock Vina.  
 
 
3.9.1. UCSF Dock 6  
Program UCSF Dock 6 je v raziskovalne namene prosto dostopen in smo ga naložili preko povezave 
http://dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6/index.htm. Umeščanje molekul s programom Dock 6 smo 
pričeli s kristalno strukturo DPPI kot receptorja. V podatkovni bazi proteinov smo poiskali strukturo 
DPPI (PDB 1K3B) in jo uvozili v program Chimera, ki je kompatibilen s programom Dock 6. PDB 
datoteko smo shranili kot datoteko mol2 in jo lahko odprli ter z njo nadaljevali umeščanje. DPPI smo 
pripravili tako, da smo s programom odstranili molekule topila in dodali vodike, kar program naredi 
tako, da doda vodikove atome glede na že prisotne tipe obstoječih atomov, ob tem pa pazi, da med 
njimi ni steričnega oviranja. Prav tako smo dodali naboj vsem atomom standardnih ostankov.  Med 
programi znotraj garniture Dock 6 je program Sphgen s katerim smo določili vezavno mesto na 
katerega smo želeli umeščati (slika 15).  
 
 
Slika 15: Shema encima DPPI z sferami in škatlami na pripadajočih alosteričnih mestih. Z rumenimi 
sferami je označeno aktivno mesto, z modrimi, rožnatimi in zelenimi pa tri različna potencialna alosterična 
mesta. Ogrodje okoli samega mesta je prostor v katerega smo umeščali knjižnice spojin. Slika je narejena s 
programom PyMOL, PDB ID 1K3B.    
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Program je obliko izbranega mesta ponazoril s sferami, ki predstavljajo negativen »odlitek« vezavnega 
mesta, ročno smo izbrisali zgolj tiste, ki jih je namestil pod površje proteina. Z ukazom showbox smo 
nato namestili okoli vezavnega mesta kvader zgrajen iz mreže točk (grid), ki je predstavljal prostor, 
znotraj katerega je nato program umeščal spojine. Program Grid je nato za nastavljeno mrežo izračunal 
rezultatsko in energijsko funkcijo potrebno za opredelitev interakcij z ligandi. Za računanje 
parametrov interakcij med receptorjem in ligandom program Dock 6 uporablja algoritem imenovan 
»Anchor-and-Grow«, kar pomeni usidraj in nadaljuj (rasti), ki temelji na tem, da program najprej 
umesti največji negibljivi del molekule v najugodnejšo (najbolj smiselno) pozicijo in nato nadaljuje z 
dodajanjem togih delov.  
Po vsakem umeščanju s programom Dock 6 smo prvih 10 % spojin, razvrščenih po parametrih 
ugodnosti vezave, umestili še s programom AutoDock Vina in jih tudi in vitro kinetično 
okarakterizirali. Parametri ugodnosti vezave, ki so vplivali na razvrstitev spojin so bili vezavna 
energija, število donorskih in akceptorskih vodikovih vezi, prispevek van der Waalsovih vezi ter 
notranja energija. Med programi znotraj garniture Dock 6 je program ViewDock, s katerim smo nato 
preko Chimere pregledovali najboljše vezane spojine in njihovo lego znotraj začrtanega mesta. 
Program smo nastavili tako, da je poleg notranje energije liganda izračunal tudi interakcijska polja sil 
in nam rezultate podal v rubrikah energija vezave (Energy score, Grid score), število vodikovih vezi, 
doprinos van der Waalsovih vezi ter notranja energija. Zgornjih 10 % spojin glede na parametre  
ugodnosti vezave smo nato preverili še s programom AutoDock Vina. 
 
3.9.2. AutoDock Vina 
 
Program AutoDock Vina so razvili raziskovalci inštituta The Scripps (Kalifornija, Florida). Ob 
razvoju  programa Vina, ki je naslednik programa AutoDock 4 so upoštevali nadgradnjo molekulskega 
umeščanja z uporabo genetskih algoritmov, optimizacije delcev ki tvorijo gruče in simulacijo 
prileganja, na koncu pa so program nadgradili z rahlo spremenjeno hevristično matematično metodo, 
ki temelji na ponavljajočem iskanju lokalnih vrhov oziroma optimizacije vezave [95]. Program nam je 
nudil dodatno potrditev pri iskanju potencialnih inhibitorjev. Vrednosti energij vezave smo preračunali 
v ravnotežne konstante disociacije kompleksov encim-ligand po enačbi 20:  
 
 
          
         
 
…………(20) 
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4. Rezultati 
 
Poglavitni namen doktorskega dela je bil identificirati in karakterizirati prve alosterične modifikatorje 
DPPI. Alosterični mehanizmi so že znani pri nekaterih monomernih cisteinskih katepsinih, zlasti 
katepsinu K. Ker pa je DPPI tetramer in v primerjavi z ostalimi cisteinskimi katepsini zgrajen bistveno 
bolj kompleksno, so pri njem teoretično mogoči tudi alosterični mehanizmi povezani s 
kooperativnostjo med podenotami, ki jih pri drugih članih družine ne najdemo. Nekatere študije so v 
preteklosti že nakazovale na take mehanizme uravnavanja encima DPPI, zlasti v povezavi z 
odvisnostjo aktivnosti od kloridnih ionov [48], a so drugi te ugotovitve demantirali [46], tako da to 
področje še vedno ni raziskano. Ker so kooperativni efekti seveda pomembni pri interpretaciji 
alosterične regulacije, smo se v nalogi lotili tudi preučevanja mehanizmov kooperativnosti, povezanih 
z oligomerno strukturo DPPI. Potek raziskav je torej šel v dve med seboj povezani smeri, in sicer 
preučevanje funkcionalnega pomena oligomerne strukture encima DPPI ter samo iskanje 
modifikatorjev njegove encimske aktivnosti ter njihova karakterizacija (slika 16). 
 
 
 
Slika 16: Shema poteka raziskav v okviru doktorskega dela. Prvi del (shema levo) obsega DPPItet v 
tetramerni obliki (HEK293T), DPPImono v monomerni obliki (E. coli) in kot samostojno aktivno podenoto brez 
izključitvene domene (DPPIΔEX). Drugi del obsega molekulsko umeščanje knjižnic spojin, iskanja potencialnih 
alosteričnih mest in testiranja spojin, za katere smo izmerili inhibitorni učinek na encimsko aktivnost DPPI.  
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Pomen oligomerizacije smo preiskovali tako, da smo osnovne funkcijske lastnosti tetramernega 
encima DPPI (DPPItet), zgrajenega iz štirih parov katalitičnih in izključitvenih domen primerjali z 
monomerno obliko DPPI (DPPImono), zgrajeno le iz enega para obeh domen. Nazadnje smo pripravili 
še samo katalitično domeno brez izključitvene domene (DPPIΔEX), ki predstavlja del DPPI, 
homologen ostalim cisteinskim katepsinom in jo okarakterizirali. V drugem delu smo iskali alosterične 
modifikatorje in dobljene zadetke tudi kinetično okarakterizirali.  
 
 
4.1.  Razčlenitev oligomerne strukture encima DPPI 
4.1.1.  Priprava ekspresijskega vektorja V218-proDPPI  
Zapis za proDPPI smo najprej pomnožili s PCR z uporabo oligonukleotidov in DNA-polimerazo Pfu 
Turbo. Velikost lise na AGE gelu (slika 17 A) ustreza velikosti približno 1400 baznih parov, kolikor je 
dolg zapis za DPPI. PCR produkt smo ligirali v vektor pJET 1.2 preko topih koncev z DNA-ligazo T4. 
Vektor smo nato transformirali v DH5α celice in naredili PCR na osnovi kolonije z DNA-polimerazo 
Taq, s katero smo preverili nekaj kolonij, izolirali plazmidno DNA in vzorce poslali na analizo 
nukleotidnega zaporedja (slika 17 B). Pravilni zapis za proDPPI smo izrezali iz vektorja pJET 1.2 z 
restrikcijskima encimoma NheI in XhoI. Z enakima encimoma smo rezali tudi vektor V218 (slika 17 
C). 
 
    
Slika 17: Molekulsko kloniranje DPPI. (A) 1,2 % AGE vzorca po PCR pomnoževanju zapisa za DPPI. (B) 
PCR na osnovi kolonije, pred ligacijo v klonirni vektor pJET 1.2 (1,2 % AGE). (C) Restrikcija vektorja pJET 1.2 
z vstavljenim zapisom za DPPI in vektorja 218 pred ligacijo (1,2 % AGE).  
 
Izrezan konstrukt in vektor V218 smo ligirali z DNA-ligazo T4, tako da smo dobili konstrukt 
sestavljen iz zapisov za signalni peptid BM40, dve Strep oznaki, maltozo vezavni protein in proDPPI 
(slika 18).  
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Slika 18: Shema konstrukta DPPI izraženega v sesalskih (HEK293T) in bakterijskih celicah (E. coli). 
Označene molekulske mase se nanašajo na polipeptidni del, lahko pa varirajo glede na stopnjo glikozilacije.  
 
Po ligaciji konstrukta v vektor V218 smo ga vstavili v DH5α ter ponovno naredili PCR na osnovi 
kolonije z DNA-polimerazo Taq (slika 19), s katero smo preverili nekaj kolonij. Iz kolonije, ki je 
vsebovala DNA z vključkom smo izolirali plazmidno DNA in vzorec pripravili za transfekcijo celic 
HEK293T. 
 
 
Slika 19: PCR na osnovi kolonije (1,2 % gel). Dve koloniji sta imeli vstavljen zapis za plazmid z vstavljenim 
zapisom za DPPI (1,2 % AGE). 
 
 
4.1.2.  Ekspresija in izolacija proDPPI iz kulture sesalskih celic HEK293T 
S plazmidom V218-proDPPI smo transficirali celice linije HEK293T in selekcionirali stabilno 
transfecirane celice z antibiotikom puromicin. Te smo nato gojili v gojišču DMEM z dodatkom  10 % 
FBS in mešanice penicilin/streptomicin v inkubatorju ob konstantni temperaturi 37 °C in 5 % CO2, ter 
zbirali gojišče. Zbrano gojišče smo skoncentrirali in nanesli na kolono za Strep-tag afinitetno 
kromatografijo. Po eluciji z 2,5 mM destiobiotinom smo na poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti 
NaDS nanesli vzorce spiranja kolone in vzorce elucije (slika 20).  
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Slika 20: NaDS PAGE vzorcev spiranja kolone za afinitetno kromatografijo z Strep oznako po nanosu 
vzorca, pred in po eluciji (12,5 % gel). Vzorci spiranja so nanešeni v kolone 1, 2 in 3, vzorci elucije pa v 
kolone 4, 5 in 6.  
 
Na sliki 20 je v kolonah 1, 2 in 3, kjer smo nanesli vzorce spiranja kolone pred elucijo, opazen 
albumin iz gojišča DMEM (+ 2 % FBS, P/S), ki se je nespecifično vezal na kolono in smo ga sprali s 
pufrom za spiranje. V kolonah 4 – 6 pa vidimo liso veliko 100 kDa, kolikor je velik zapis za proDPPI, 
skupaj s 46 kDa velikim fuzijskim partnerjem (velikost brez signalnega peptida BM40 pa znaša 852 
aminokislinskih ostankov). Vse eluirane frakcije smo zbrali, skoncentrirali in aktivirali.  
 
 
4.1.3.  Ekspresija in izolacija proDPPI in proDPPIΔEX iz bakterijskih celic E.coli     
Za izražanje proDPPI v bakterijskem ekspresijskem sistemu smo že imeli pripravljen plazmid pET-
32/28b(+) z vstavljenim zapisom za proDPPI oziroma proDPPIΔEX. Tako pripravljen plazmid s 
pravilnim zapisom smo transformirali v ekspresijske celice Rosetta gami II (DE3) pLysS. 
Rekombinanten proDPPI smo v E. coli izrazili po postopku, objavljenem za izražanje 
rekombinantnega katepsina V in ostalih cisteinskih katepsinov v topni obliki [87]. Celice smo gojili 
pri temperaturi 37 °C ob konstantnem stresanju dokler ni vrednost A600 znašala med 0,6 in 0,8, ter jih 
po indukciji z 1 mM IPTG stresali 20 ur pri 18 °C. Po ekspresiji in razbitju celic z ultrazvokom, smo 
rekombinanten protein izolirali z Ni2+ afinitetno kromatografijo. Vezane proteine smo s kolone eluirali 
v linearnem gradientu imidazola ter eluirane frakcije analizirali z NaDS PAGE (slika 21).   
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Slika 21: Izolacija topnega proDPPI iz bakterijskih celic z Ni2+ afinitetno kromatografijo. Kromatogram 
elucije vezanih proteinov s kolone (levo) in NaDS PAGE analiza zbranih frakcij spiranja kolone in elucijskih 
frakcij 4-10 (desno) na 12,5 % gelu.  
 
Frakcije, ki so vsebovale DPPI smo zbrali, dializirali proti pufru brez imidazola preko noči in vzorec 
skoncentrirali v Amicon koncentratorjih s spodnjo mejo zadrževanja 10 kDa.  
 
 
4.1.4.  Aktivacija DPPI iz sesalskega in bakterijskega ekspresijskega sistema 
Aktivacijo DPPI smo izvedli z dodatkom rekombinantnega človeškega katepsina L. Eksperimentalno 
smo ugotovili, da je najugodnejše razmerje DPPI in katepsina L 20:1. Vzorec proDPPImono in 
proDPPItet smo ločeno nakisali do pH 4,7 ter jima dodali katepsin L in DTT (končna konc 5 mM). Po 
vsaki uri aktivacije smo v obe reakcijski mešanici dodali nov alikvot DTT. Aktivnost DPPI v 
reakcijskih mešanicah smo spremljali s sintetičnim substratom H-Gly-Phe-AMC. Iz slike 22 je 
razvidno, da je DPPItet za aktivacijo potreboval več časa (5 ur), prvo aktivnost encima pa je bilo 
mogoče zaznati šele po dveh urah. Nasprotno je aktivnost DPPImono naraščala od samega začetka 
aktivacije in dosegla vrh po treh urah.  
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Slika 22: Aktivacija DPPI. Graf odvisnosti encimske aktivnosti DPPItet in DPPI mono. Aktivnost smo merili s 
sintetičnim substratom H-Gly-Phe-AMC pri 25 °C v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 
mM EDTA in 5mM DTT.   
 
 
4.1.5.  Določanje oligomernega stanja DPPI z gelsko filtracijo 
Aktiven DPPI smo iz aktivacijske mešanice izolirali z gelsko izključitveno kromatografijo. Hkrati smo 
s tem poskusom tudi preverili oligomerno stanje proteinov. Uporabili smo kolono Superdex 200, 
evilibrirano v pufru 50 mM NaOAc, pH 5.5, z dodatkom 300 mM NaCl in 1 mM EDTA. Encim 
katepsin L v aktivacijski mešanici DPPImono smo pred nanosom na kolono za gelsko izključitveno 
kromatografijo inhibirali z dodatkom inhibitorja E-64 v razmerju 1:1, ker sta si po velikosti podobna z 
DPPImono in se jih z gelsko filtracijo ne da ločiti. Kromatograma aktivnih DPPItet in DPPImono sta 
prikazana na sliki 23. Prisotnost aktivnega DPPI v vrhovih smo preverili z merjenjem aktivnosti 
eluiranih frakcij na substrat H-Gly-Phe-AMC. V primeru DPPItet (slika 23 A), položaj edinega 
elucijskega vrha, v katerem smo zaznali encimsko aktivnost, ustreza molekulski masi okrog 200 kDa, 
torej ustreza tetramerni obliki DPPI. Encimsko aktivnost, v primeru kromatograma aktivacijske 
mešanice DPPImono, pa smo zaznali v elucijskem vrhu, ki ustreza velikosti 55 kDa, kolikor je velika 
ena podenota encima DPPI (slika 23 B). Podoben rezultat je v svojem magistrskem delu opisala tudi 
Tina Snoj, ki je prav tako preučevala lastnosti DPPI, izraženega v E. coli [96].  
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Slika 23: Kromatogram aktivnih mešanic DPPI. (A) DPPItet in (B) DPPImono. Z modro barvo je predstavljen 
kromatogram aktivne mešanice DPPI iz sesalskih celic, z rdečo barvo pa kromatogram DPPI iz bakterijskih 
celic. Na x osi so označeni volumni elucije proteinskih standardov z znanimi molekulskimi masami.  
 
Vzorca encimov po aktivaciji in čiščenju z gelsko izključitveno kromatografijo smo pod 
reducirajočimi pogoji analizirali z NaDS PAGE (slika 24). Pri aktivnem DPPImono smo pričakovano 
zaznali lise pri treh velikostih, ki predstavljajo težko verigo (23 kDa), izključitveno domeno (13,5 
kDa) in lahko verigo (7,5 kDa). Pri aktivnem DPPItet pa smo dobili liso, ki ustreza lahki verigi (7,5 
kDa) in dve lisi pri velikosti približno 20 kDa. Tak kromatogram smo tudi zasledili v literaturi, kjer so 
encim DPPI prav tako aktivirali z katepsinom L in dobili identični elektoforezni vzorec lis [40, 88, 
97].  
 
 
Slika 24: NaDS PAGE analiza aktivnih oblik DPPI (17,5 % gel). Na levi strani elektroforegrama so označene 
vrednosti lestvice proteinskih standardov.  
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4.1.6.  Določanje aktivne koncentracije encima s titracijo aktivnega mesta 
Ker je za določitev kinetičnih parametrov encimov potrebno poznati njihove točne aktivne 
koncentracije smo obe obliki DPPI titrirali z ireverzibilnim inhibitorjem E-64. Iz literaturnih podatkov 
smo razbrali, da je za regulacijo aktivnosti encima DPPI s tem inhibitorjem potrebna dolga inkubacija 
encima z inhibitorjem. E-64 je znan ireverzibilni inhibitor cisteinskih katepsinov, vendar pa na DPPI 
deluje med 100-500 krat slabše kot na katepsin B ali L [98]. Na podlagi empiričnih ugotovitev in 
podatkov o slabšem delovanju E-64 na DPPI smo čas inkubacije podaljšali na eno uro v primeru 
DPPImono ter 5 ur v primeru DPPItet. Po inkubaciji na sobni temperaturi smo preostalo encimsko 
aktivnost izmerili fluorimetrično, s substratom H-Gly-Phe-AMC. Primera titracijskih krivulj v obliki 
preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od razmerja koncentracij [E] : [I] (encim:inhibitor) sta 
prikazana na sliki 25.   
 
 
Slika 25: Titracijska obeh oblik DPPI z ireverzibilnim inhibitorjem E-64. Sliki prikazujeta primera 
titracijskih krivulj tj. diagramov odvisnosti preostale encimske aktivnosti od razmerja encim:inhibitor (E:I) za 
DPPItet (A) in DPPImono (B). Preostalo aktivnost smo merili s substratom H-Gly-Phe-AMC (100 µM končna 
koncentracija) pri 25 °C v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. 
 
 
Eksperimentalne podatke smo analizirali z linearno regresijo ter iz presečišča dobljenih premic z osjo 
x izračunali aktivne koncentracije encimov. 
 
4.1.7.  Kinetična karakterizacija 
Obema oblikama DPPI smo določili kinetične parametre za hidrolizo sintetičnega substrata H-Gly-
Phe-AMC, odvisnost encimske aktivnosti od koncentracije kloridnih ionov, pH profil, kinetiko vezave 
E-64 ter vpliv znanih ortosteričnih inhibitorjev. Prav tako smo potencialne alosterične modifikatorje, 
predstavljene v poglavju 4.2., testirali na obeh oblikah encima.  
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4.1.7.1. Kinetični parametri hidrolize substrata H-Gly-Phe-AMC 
Izmerili smo odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata H-Gly-Phe-AMC v območju 
koncentracij med 30 µM in 830 µM. Pufer, uporabljen za kinetične meritve je bil 50 mM NaOAc pH 
5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Najprimernejšo koncentracijo kloridnih 
ionov za aktivnost DPPI smo dobili iz literature [47, 48]. Ob upoštevanju aktivnih koncentracij, ki smo 
jih izračunali s pomočjo titracije z E-64, smo s prileganjem Michaelis-Mentenine enačbe 
eksperimentalnim točkam določili vrednost parametrov Km in kcat (slika 26). Oba seta eksperimentalnih 
podatkov sta se ujemala z uporabljeno enačbo, torej pri nobenem ni bilo zaznati mehanizmov 
kooperativnosti. Določeni vrednosti parametra Km za substrat H-Gly-Phe-AMC sta bili (187 ± 11) µM 
za DPPItet in (194 ± 11) µM za DPPImono, medtem ko se vrednosti parametra kcat razlikujeta, in sicer je 
kcat v primeru DPPItet (1,96 ± 0,03) s
-1 na aktivno mesto, torej (7,85 ± 0,14) s-1 za celoten tetramer, v 
primeru DPPImono pa (12,2 ± 0,2) s
-1 na aktivno mesto. Vrednost kcat/Km za DPPItet je (1,01 ± 0,04)  
104 M-1 s-1, za DPPImono pa je (6,5 ± 0,2)  10
4 M-1 s-1. 
 
Slika 26: Graf hitrosti encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije substrata H-Gly-Phe-AMC. Z 
modro barvo je prikazana Michaelis-Mentenina krivulja za encim DPPItet, z rdečo barvo pa za encim DPPImono. 
Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C. 
 
 
4.1.7.2. Odvisnost hitrosti pretvorbe substrata v produkt od naraščajoče koncentracije 
DPPItet 
Izmerili smo odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije DPPItet. Za meritve smo uporabili pufer 50 
mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1mM EDTA in 5 mM DTT, koncentracija substrata 
pa je bila 200 µM. Po prileganju krivulje za linearno regresijo izmerjenim krivuljam, smo dobili 
linearno odvisnost hitrosti pretvorbe substrata v produkt od koncentracije DPPItet (slika 27). Enake 
rezultate smo dobili tudi v primeru meritev aktivnosti DPPItet pri nizkih koncentracijah (razpon 
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meritev med 0,05 nM in 10 nM, slika 27 A) in visokih koncentracijah encima (razpon med 2 nM in 
200 nM, slika 27 B), kar pomeni, da med meritvami DPPI ohranja svojo oligomerno obliko.  
 
  
Slika 27: Odvisnost hitrosti reakcije pretvorbe substrata v produkt od koncentracije DPPItet, podana v 
relativnih fluorescenčnih enotah (rfe). Meritev aktivnosti DPPItet pri nizkih koncentracijah encima (A) in 
visokih koncentracijah encima (B). Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC 
(200µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C. 
 
 
4.1.7.3. Odvisnost aktivnosti DPPI od koncentracije kloridnih ionov  
Odvisnost aktivnosti encima DPPI od koncentracije kloridnih ionov so odkrili že leta 1966, od takrat 
pa se je s to temo ukvarjalo že precej avtorjev [46-48]. Nas je zanimala predvsem primerjava med 
obema oblikama encima. Za določitev smo uporabili pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 in dodatkom 1 mM 
EDTA z naraščajočimi koncentracijami NaCl, koncentracija substrata pa je bila konstantna pri 10 µM. 
Pri koncentracijah substrata, ki so bistveno nižje od Km, je hitrost reakcije namreč premosorazmerna z 
vrednostjo konstante specifičnosti kcat/Km, torej lahko pri teh pogojih direktno opazujemo vpliv 
spremenljivke, v tem primeru koncentracije kloridnih ionov, na celokupno encimsko aktivnost. 
Krivulji odvisnosti encimske aktivnosti od koncentracije kloridnih ionov sta prikazani na sliki 28. 
Rezultati odvisnosti encimske aktivnosti od koncentracije kloridnih ionov niso odkrili posebnih razlik 
med DPPItet in DPPImono, oba sta najbolj aktivna pri koncentraciji NaCl je 50-100 mM.  
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Slika 28: Vpliv koncentracije kloridnih ionov na aktivnost encima DPPI na linearni skali (A) in 
semilogaritemski skali (B). Z modro barvo je označena aktivnost v odvisnosti od pH vrednosti encima DPPItet, 
z rdečo pa DPPImono. Meritve smo izvajali pri 25 °C, koncentraciji substrata 10 µM in v reakcijskem pufru 50 
mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT.   
 
Zaradi ugotovitev o pomembnosti prisotnosti kloridnih ionov za aktivnost DPPI [46, 47] smo 
eksperimente z DPPItet ponovili še pri nizki in visoki koncentraciji soli (1 mM NaCl oziroma 1M 
NaCl, slika 29). V obeh primerih smo lahko dobljene točke opisali z Michaelis-Mentenino enačbo. Na 
sliki 29 A je razvidno, da pri nizki koncentraciji soli Km naraste za prižlino 7-8 krat, vrednost v tem 
primeru smo ocenili na (1400 ± 760) µM. Določitev je nenatančna, ker so vse uporabljene 
koncentracije substrata bistveno nižje od Km. Vrednost Km pri visoki koncentraciji kloridnih ionov (1 
M NaCl) pa je tudi narastla, vendar samo za približno 30 % in je v tem primeru znašala (269 ± 22) µM 
(slika 29 B).   
 
 
Slika 29: Grafa hitrosti reakcije v odvisnosti od koncentracije substrata H-Gly-Phe-AMC pri 
koncentraciji kloridnih ionov 1 mM (A) in 1 M (B). Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat 
H-Gly-Phe-AMC in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. 
Meritve smo izvajali pri 25 °C.   
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4.1.7.4. pH profil DPPI 
pH profil smo določili tako, da smo izmerili aktivnost obeh oblik encima pri konstantni koncentraciji 
substrata (10 µM) in reakcijskih pufrih z različnimi vrednostmi pH. Na sliki 30 je razvidno, da sta pH 
profila obeh oblik podobna. Eksperimentalnim točkam smo prilegali enačbo poenostavljenega modela 
štirih protonacijskih stanj (enačba 9 v poglavju 3.8.4.). 
 
 
Slika 30: pH profil encima DPPItet in DPPImono. Z modro barvo je označena krivulja aktivnosti DPPItet, z rdečo 
pa krivulja aktivnosti DPPImono. Meritve smo izvajali pri 25 °C, koncentraciji substrata 10 µM in v reakcijskih 
pufrih z vrednostmi pH med 3 in 9 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. 
 
 
4.1.7.5. Kinetika vezave E-64 
Ker je DPPItet kazal nižjo katalitično aktivnost za hidrolizo substrata H-Gly-Phe-AMC, smo preverili 
ali tudi počasneje reagira z E-64. Ustrezno koncentracijsko območje E-64 za spremljanje inaktivacije 
je bilo med 10-6 in 10-4 M. Za vsako obliko smo posneli serijo krivulj v prisotnosti naraščajočih 
koncentracij E-64 (sliki 31 A in 31 B). Krivulje smo analizirali z enačbo 6 (poglavje 3.8.3.) in narisali 
odvisnost konstante psevdoprvega reda k od koncentracije E-64. Iz grafov slike 31 C in D je razvidno, 
da odvisnost k od E-64 ni linearna, ampak hiperbolična, kar pomeni, da encim in inhibitor reagirata po 
mehanizmu v dveh korakih, ki ga pogosto imenujemo inaktivacija na osnovi mehanizma. Podatke smo 
analizirali z enačbama 7 in 8 (poglavje 3.8.3.). Kot je razvidno že iz poteka reakcij, reagira DPPImono z 
E-64 veliko hitreje kot DPPItet.Vrednost konstante inaktivacije k4 drugega (ireverzibilnega koraka) je 
več kot trikrat višja v primeru DPPImono, kar sovpada z višjo kcat vrednostjo tega encima (za DPPItet je 
k4 = (0,006 ± 0,001) s
-1, za DPPImono pa je k4 = (0,020 ± 0,004) s
-1). Zanimivo je, da sta vrednosti Ki za 
prvi (reverzibilni) korak pri obeh oblikah encima podobni Ki (DPPItet) = (32 ±11) µM, Ki (DPPImono) = 
(37 ± 11) µM. Ti rezultati sovpadajo s podobnimi vrednostmi Km določenimi za obe obliki DPPI. 
Posebej smo narisali še diagrama odvisnosti začetne hitrosti reakcije vz od koncentracije E-64 (E, F). 
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Diagrama kažeta hiperbolično padanje vrednosti vz, kar potrjuje delovanje E-64 po mehanizmu v dveh 
korakih. Določene vrednosti Ki se sicer nekoliko razlikujejo od tistih določenih iz digramov na slikah 
C in D. Celokupno učinkovitost inaktivacije lahko izrazimo z razmerjem k4/Ki. Vrednosti smo 
izračunali iz vrednosti posameznih konstant določenih v diagramih na slikah C in D. V primeru 
DPPItet razmerje k4/Ki znaša (198 ± 31) M
-1 s-1, v primeru DPPImono pa (545 ± 53) M
-1 s-1. Skupaj ti 
eksperimenti potrjujejo, da je DPPItet katalitično manj aktiven kot DPPImono.   
 
 
Slika 31: Kinetika vezave E-64 na encim DPPI. (A) Graf predstavlja aktivnost encima DPPItet ob različnih 
koncentracijah inhibitorja E-64. (B) Zgornji graf predstavlja aktivnost encima DPPImono ob različnih 
koncentracijah inhibitorja E-64. (C) Graf odvisnosti hitrostne konstante psevdoprvega reda k od koncentracije 
inhibitorja E-64. (D) Graf odvisnosti hitrostne konstante psevdoprvega reda k od koncentracije inhibitorja E-64. 
(E) Graf odvisnosti začetne hitrosti od koncentracije inhibitorja E-64 za encim DPPItet. (F) Graf odvisnosti 
začetne hitrosti od koncentracije inhibitorja E-64 za encim DPPImono. Meritve smo izvajali pri 25 °C, 
koncentraciji substrata 200 µM in v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 
mM DTT.  
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4.1.7.6. Kinetika vezave Zn2+ ionov 
Inhibicija lizosomskih in drugih proteaz z ioni težkih kovin je splošno znana [99]. Cinkovi (II) ioni 
(Zn2+), naj bi bili po prepričanju nekaterih avtorjev, glavni ioni v celici za regulacijo encimske 
aktivnosti [100]. Glu, Asp, His in Cys ostanki se posebej močno vežejo s cinkovimi ioni, te 
aminokislinske ostanke pa najdemo v katalitičnem mestu vseh katepsinov. Zanimala nas je primerjava 
vrednosti konstant inhibicije za obe obliki DPPI. Za analizo eksperimentalnih podatkov smo uporabili 
mehanizem linearne kompetitivne inhibicije. Iz slike 32 je razvidno, da se konstanti zanemarljivo 
razlikujeta, vrednost Ki za DPPItet je (14 ± 1) µM, za DPPImono pa (18 ± 2) µM.  
 
 
Slika 32: Primerjava inhibicije DPPItet in DPPImono s cinkovimi ioni. Meritve smo izvajali pri 25 °C, 
koncentraciji substrata H-Gly-Phe-AMC je 100 µM in v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl 
in 5 mM DTT. 
 
 
4.1.7.7.  Kinetika vezave gvanidinijevih ionov  
Gvanidinijevi ioni se vežejo v aktivno mesto DPPI in ga inhibirajo [37]. Podobno kot v prejšnjem 
primeru smo želeli preučiti morebitne razlike v inhibiciji DPPItet in DPPImono z gvanidinijevimi ioni, ki 
smo jih dodali v obliki gvanidinijevega hidroklorida. Eksperimentalno smo določili vrednost Ki za 
encim DPPItet, ki je znašala (1526 ± 160) µM. Titracijska krivulja je prikazana na sliki 33. Vrednost je 
podobna objavljeni konstanti Ki, ki znaša 1,5 mM [37] in predhodno določeni konstanti za DPPImono 
(Ki = (1860 ± 120) µM [96]). Vrednost Ki za gvanidinijev hidroklorid se med oblikama torej ne 
razlikuje bistveno.  
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Slika 33: Graf odvisnosti encimske aktivnosti DPPI od koncentracije gvanidinijevega klorida. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C, koncentraciji substrata H-Gly-Phe-AMC je 100 µM in v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT.   
 
 
4.1.8.  Priprava rekombinantnega DPPI brez izključitvene domene – DPPIΔEX 
Encim DPPI je zaradi izključitvene domene, ki sterično ovira vezavo substrata, posebnost med 
papainu podobnimi cisteinskimi katepsini. Za izključitveno domeno je bilo dokazano da se zvije 
neodvisno od katalitične domene encima, zaradi tega pa je bila še posebej poudarjena njena vloga pri 
stabilizaciji aktivnega encima [34]. Želeli smo še bolj preučiti pomembnost te domene, zato smo z 
metodami molekulskega kloniranja skonstruirali in izrazili encim DPPI brez izključitvene domene, 
torej samo katalitično domeno encima DPPI (DPPIΔEX). Želeli smo preveriti, če ima tudi tako 
pripravljen konstrukt encimsko aktivnost.  
 
 
4.1.8.1. Ekspresija in izolacija proDPPIΔEX 
Cimogen DPPI brez izključitvene domene (proDPPIΔEX) smo pripravili tako, da smo zapis za regijo 
DPPI ki zajema propeptid in katalitično domeno DPPI vstavili v vektor pET-32/28b(+) in ga 
transformirali v bakterijske celice seva Rosetta gami II. Ekspresijo in izolacijo smo izvedli pod 
enakimi pogoji kot divji tip DPPI, izjema je le dodatek 0,05 % koncentracije Tritona X-100 pri 
izolaciji. Na sliki 34 je prikazana NaDS PAGE analiza vzorca celičnih lizatov pred in po indukciji, ter 
kromatogram čiščenja proDPPIΔEX z gelsko filtracijo. Po ekspresiji je vidna lisa na elektroforeznem 
gelu pri približno 40 kDa (slika 34 A), na koloni Superdex 75 pa se je proDPPIΔEX eluiral v vrhu ki 
ustreza velikosti nekoliko pod 40 kDa, kar sovpada z izračunano velikostjo proDPPIΔEX (38 kDa).   
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Slika 34: Ekspresija in izolacija proDPPIΔEX. (A) NaDS PAGE analiza celičnih lizatov pred in po indukciji 
(12,5 % gel). V stolpcu –IPTG je vzorec pred indukcijo, v stoplpcu +IPTG pa je vzorec po prekonočni indukciji. 
(B) Gelski kromatogram proDPPIΔEX na koloni Superdex 75 10/300. Na x osi so označeni volumni vrhov 
elucije proteinskih standardov z znanimi molekulskimi masami. 
 
 
Encim smo aktivirali z dodatkom pepsina (končna koncentracija 50 µg/ml) pri pH 4 in temperaturi 
37 °C. Na sliki 35 A je NaDS PAGE analiza vzorca proDPPIΔEX in aktiviranega encima DPPIΔEX. 
Lisa aktivnega encima pri približno 27 kDa ustreza izračunani masi katalitične domene (25,919 Da). 
Na sliki 35 B je graf odvisnosti aktivnosti encima (med aktivacijo) od časa. Vzorec smo aktivirali 3 do 
4 ure, oziroma dokler je aktivnost naraščala, nato smo vzorec centrifugirali 5 minut pri 14 000 g in mu 
dvignili pH na vrednost okoli 5,2, da smo ustavili aktivnost pepsina. Kot omenjeno je aktivacija 
uspela, vendar pa encim ni cepil substrata H-Gly-Phe-AMC, katerega cepi DPPI, je pa cepil sintetični 
substrat Z-Phe-Arg-AMC, ki se uporablja za merjenje aktivnosti papainu podobnih endopeptidaz. V 
reakcijski mešanici ni bilo nobenega drugega encima, ki bi ta substrat cepil, pepsin pa je bil izven pH 
območja delovanja, kar pomeni da je DPPIΔEX delujoča endopeptidaza.  
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Slika 35: Aktivacija DPPIΔEX. (A) NaDS PAGE analiza vzorcev pred aktivacijo in po aktivaciji (12,5 % gel). 
V levem stolpcu je vzorec pred aktivacijo, v desnem po aktivaciji. (B) Graf odvisnosti encimske aktivnosti od 
časa (med aktivacijo). Merili smo pri 25 °C, koncentracija uporabljenega substrata Z-Phe-Arg-AMC je bila 5 
µM, pufer pa 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5mM DTT.  
  
 
Encim smo nato titrirali z ireverzibilnim inhibitorjem E-64 in mu določili točno aktivno koncentracijo. 
V nasprotju z DPPI, je DPPIΔEX z E-64 reagiral hitro. Primer titracijske krivulje je na sliki 36. Tako 
pripravljen encim smo nato uporabili v testih substratne specifičnosti, encimske stabilnosti, določanja 
pH profila, odvisnosti aktivnosti od kloridnih ionov ter razgradnje makromolekulskih substratov.  
 
 
Slika 36: Titracijska krivulja encima DPPIΔEX. Encimsko aktivnost smo merili s substratom Z-Phe-Arg-
AMC (končna koncentracija 5 µM), pri 25 °C, v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NACl, 1 
mM EDTA in 5mM DTT. 
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4.1.8.2. Substratna specifičnost DPPIΔEX  
Encimu DPPIΔEX smo izmerili hitrost hidrolize nekaterih pogosto uporabljanih sintetičnih substratov 
za merjenje aktivnosti cisteinskih katepsinov Za substrate, katere je encim dobro cepil, smo določili 
kinetične parametre Km, kcat, kcat/Km, za substrate katere je encim cepil slabo oziroma zelo počasi, pa le 
specifično aktivnost. Vrednosti kinetičnih parametrov so zbrane v tabeli 15 in so povprečja trikratnih 
meritev. Iz vrednosti v tabeli 15 je razvidno, da ima DPPIΔEX afiniteto do večjih hidrofobnih 
aminokislinskih ostankov na mestu P2 (Leu, Phe), ne pa za mala hidrofobna aminokislinska ostanka 
valin in alanin. Mesto P3 glede na te rezultate očitno ne vpliva na substratno specifičnost. Iz hidrolize 
substrata Z-Gly-Pro-Arg-AMC lahko sklepamo, da encim sprejme aminokislinski ostanek prolin na 
mestu P2, kar ni pogosto pri drugih cisteinskih endopeptidazah. Pri substratih, za katere ni določenih 
vrednosti Km, kcat in kcat/Km je bila potrebna podaljšana inkubacija encima s substratom (3 ure). 
Celokupno ti rezultati potrjujejo, da DPPIΔEX deluje kot endopeptidaza.  
                    
 
Tabela 15: Kinetični parametri hidrolize različnih sintetičnih substratov z encimom DPPIΔEX. Vse 
kinetične meritve so bile izvedene pod enakimi pogoji pri 25 °C, v enakem reakcijskem pufru 50 mM 
NaOAc pH 5,5 in dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT.  
 
 Km (µM) kcat (s
-1) kcat/Km                    
(M-1 s-1) 
specifična 
aktivnost 
 (nmol mg-1 min-1) 
Z-Phe-Arg-AMC 6.5 ± 1.0 0.23 ± 0.05 (3.5 ± 0.9)  104 500 ± 110* 
Z-Leu-Arg-AMC 2.3 ± 0.3 0.18 ± 0.03 (7.8 ± 1.7)  104 400 ± 70* 
Boc-Val-Leu-Lys-AMC 2.8 ± 0.7 0.16 ± 0.01 (5.7 ± 1.5)  104 360 ± 20* 
Z-Gly-Pro-Arg-AMC 28 ± 2 0.13 ± 0.01 (0.46 ± 0.05)  104 230 ± 20* 
Z-Val-Val-Arg-AMC / / / 2.34 ± 0.06 
Z-Phe-Val-Arg-AMC / / / 3.00 ± 0.08 
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC / / / 0.17 ± 0.06 
H-Gly-Phe-AMC / / / 0.2 ± 0.1 
Z–Arg-Arg- AMC / / / 0.17 ± 0.07 
Bz-Arg-AMC / / / 8 ± 1 
* vrednosti smo izračunali z uporabo Michaelis-Mentenine enačbe 
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4.1.8.3. DPPIΔEX - stabilnost, pH profil in odvisnost aktivnosti od koncentracije kloridnih 
ionov 
Poleg meritev substratne specifičnosti encima DPPIΔEX smo preverili tudi njegovo stabilnost pri 
različnih vrednostih pH in pri 37 °C, izmerili njegov pH profil in določili odvisnost encimske 
aktivnosti od koncentracije kloridnih ionov. Vse meritve smo izvajali kot ponavadi, ob konstantnem 
mešanju in stalni temperaturi 25 °C. Za stabilnost encima lahko rečemo, da se tudi po dobrih treh urah 
inkubacije na 37 °C in pH vrednostih 4,5 in 6 ni spremenila aktivnost encima (slika 37). Pri 
fiziološkem pH plazme (7,4) je v časovnem obdobju 200 minut padla aktivnost encima praktično na 
nič, razpolovni čas encima pri teh pogojih pa je bil 52 ± 2 minuti.  
 
 
Slika 37: Stabilnost encima DPPIΔEX pri dolgotrajni inkubaciji in različnih vrednostih pH. Z zeleno barvo 
je označena krivulja aktivnosti DPPIΔEX v odvisnosti od časa pri pH 4,5, z roza barvo aktivnosti DPPIΔEX v 
odvisnosti od časa pri pH 6, z zeleno barvo pa aktivnosti DPPIΔEX v odvisnosti od časa pri pH 7,4. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C, v pufru 50 mM NaOAc pH 4,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT in 50 
mM NaH2PO4 pH 6 ali 7,4 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Koncentracija substrata Z-
Phe-Arg-AMC je bila 5 µM. 
 
 
V pH profilu encima opazimo (slika 38) »plato« optimalnega pH za delovanje med vrednostmi 5,5 in 
7,5). V primerjavi z DPPI lahko rečemo, da je optimalno pH območje nekoliko širše (slika 30). 
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Slika 38: pH profil DPPIΔEX. Na grafu je prikazana odvisnost konstante specifičnosti od vrednosti pH. 
Meritve smo izvajali pri 25 °C, v pufrih primernih za določen pH (citratni pufer pH 3 do 4, acetatni pufer pH 4,5 
do 5,5, fosfatni pufer pH 6 do 8, pufer Tris/HCl pH 8,5 do 9) z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM 
DTT. Koncentracija substrata Z-Phe-Arg-AMC je bila 5 µM. 
 
 
Vpliv koncentracije kloridnih ionov smo spremljali v območju od 0 do 500 mM NaCl in opazili, da v 
nasprotju z DPPI, DPPIΔEX ne potrebuje kloridnih ionov za aktivnost, je pa pri odsotnosti le-teh 
aktivnost za približno 50 % nižja (slika 39). Prav tako ni opaziti izrazitega zmanjšanja aktivnosti ob 
povišani koncentraciji kloridnih ionov, kot je to prisotno pri celotnem DPPI (slika 28).   
 
 
Slika 39: Graf odvisnosti enimske aktivnosti DPPIΔEX od koncentracije kloridnih ionov. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C, v pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 1 mM EDTA in 5 mM DTT in različnimi 
koncentracijami kloridnih ionov. Koncentracija substrata Z-Phe-Arg-AMC je bila 5 µM.  
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4.1.8.4. DPPIΔEX - Razgradnja makromolekulskih substratov 
Rezultati s sintetičnimi substrati so pokazali, da je DPPIΔEX endopeptidaza. Za dodatno 
karakterizacijo smo izvedli tudi teste razgradnje makromolekulskih substratov s katerimi smo 
DPPIΔEX primerjali z drugimi cisteinskimi katepsini (B, K, L, S, V) (slike 40-43). Spremljali smo 
encimsko razgradnjo z azo- barvilom označenega kazeina, elastina, kolagena in želatine.  
DPPIΔEX je cepil azokazein, vendar pa je bil pri tem manj učinkovit kot ostali testirani cisteinski 
katepsini, kar se sklada s prej določenimi nižjimi vrednostmi pretvorbenih števil za različne sintetične 
substrate. Kljub slabši učinkovitosti je bil encim DPPIΔEX le za približno 5-krat slabši pri razgradnji 
azokazeina kot katepsin B (slika 40).  
 
 
Slika 40: Kazeinolitična aktivnost DPPIΔEX. Na grafu je prikazana razgradnja kazeina označenega z azo 
barvilom z encimi DPPIΔEX, katepsin S, K, B, L in V. Encime in azokazein smo inkubirali 2 uri pri 37 °C. 
Meritve smo ponavljali v treh paralelkah.  
  
Cepitev elastina smo spremljali pri dveh različnih vrednostih pH (slika 41). Aktivnost DPPIΔEX je 
bila pri pH 5,5 precej nižja kot pri ostalih katepsinih (slika 41 A), medtem ko sta pri pH 7,4 bolje od 
DPPIΔEX cepila elastin le katepsin K in S (slika 41 B). To dejstvo lahko pripišemo boljši stabilnosti 
omenjenih encimov pri fiziološkem pH [78, 101]. Zanimivo je tudi, da je DPPIΔEX približno enako 
učinkovito cepil elastin pri pH 5,5 in 7,4.  
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Slika 41: Elastolitična aktivnost DPPIΔEX. Razgradnja elastina pri pH 5,5 (A) in 7,4 (B) z encimi DPPIΔEX, 
katepsin S, K, B, L in V. Reakcije so potekale 3 ure pri 37 °C. Meritve smo ponavljali v treh paralelkah.  
 
Testirali smo tudi razgradnjo nativnega kolagena iz telečje kože ter njegovo denaturirano obliko 
(želatino). DPPIΔEX je cepil želatino. Po 15 minutah inkubacije DPPIΔEX z želatino je encim le-to 
cepil, vendar je bil, kot pri ostalih substratih, nekoliko manj učinkovit. Katepsina K in L sta po 15 
minutni inkubaciji z želatino le to popolnoma razgradila (slika 42). Ker je želatina termično 
denaturiran kolagen, smo preverili aktivnost DPPIΔEX še na nativnem kolagenu. 
 
 
Slika 42: Razgradnja želatine. Želatinolitično aktivnost smo spremljali pri encimih DPPIΔEX, katepsin K in L 
z inkubacijo le teh in želatine pri 37 °C. Reakcije smo prekinili po 5 in 15 minutah ter vzorce analizirali z NaDS 
PAGE (7 % gel). 
 
Nativni kolagen je po pričakovanju najboljše cepil katepsin K. Za katepsin L je znano, da v manjši 
meri tudi razgradi kolagen, kar se je z določenimi novimi lisami z velikostjo med 66 in 116 kDa 
pokazalo na elektroforeznem gelu (slika 43). DPPIΔEX tudi po dolgi inkubaciji (24 ur) ni zaznavno 
cepil kolagenskega substrata.    
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Slika 43: Razgradnja nativnega kolagena z DPPIΔEX, katepsinom K in katepsinom L. Encime smo 
inkubirali s kolagenom pri 37 °C. Reakcije smo prekinili po 4, 8 in 24 urah ter vzorce analizirali z NaDS PAGE 
(7 % gel).  
 
 
4.2.  Molekulsko umeščanje, iskanje potencialnih alosteričnih mest in testiranje 
modifikatorjev 
 V tem delu smo z metodo SCA analizirali tridimenzionalno strukturo DPPI ter s pomočjo 
molekulskega umeščanja, mapiranja in eksperimentalnega testiranja identificirali in okarakterizirali 
nekaj modifikatorjev DPPI, ki glede na kinetične analize in računalniške modele delujejo kot 
alosterični modifikatorji. Rezultati molekulskega umeščanja so predstavljeni pri posamezni testirani 
spojini.  
 
4.2.1. Metoda SCA in definiranje potencialnih alosteričnih mest  
Z metodo SCA smo v našem laboratoriju leta 2014 identificirali ohranjen proteinski sektor znotraj 
družine papainu podobnih cisteinskih katepsinov, takrat za potrebe iskanja alosteričnih efektorjev 
aktivnosti katepsina K [79]. Identificirano omrežje lahko preslikamo na katerega koli člana družine. 
Preslikava na DPPI je prikazana na sliki 44, kjer so z vijolično označeni ostanki sektorja, z rumeno pa 
visoko ohranjeni ostanki.   
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Slika 44: Shematski prikaz tetramera in nanj preslikanega proteinskega sektorja ter ohranjenih 
aminokislinskih ostankov iz strukture katepsina K, pridobljenih z metodo SCA. Z vijoličnimi sferami je 
označen proteinski sektor, z rumenimi pa visoko ohranjene aminokisline znotraj družine papainu podobnih 
cisteinskih katepsinov. Na sliki so s trakovnim prikazom brez površine prikazane pripadajoče izključitvene 
domene. Na podenoti 1 je označeno aktivno mesto in aspartat 1 na sosednji izključitveni domeni, ki ovira vezavo 
substrata za mestom S2. Slika je bila narejena s programom UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B.  
 
 
Iz slike 44 je razvidno, da se večina visoko ohranjenih ostankov nahaja v bližini aktivnega mesta. 
Sektorji vsak zase tvorijo povezano omrežje v vsaki podenoti, ki je povezano z aktivnim mestom, kot 
je bilo opisano za katepsin K. Zanimivo je, da posamezna omrežja znotraj podenot niso povezana med 
seboj, kar kaže da podenote med seboj ne morejo komunicirati preko direktnega stika sektorjev.  
Preslikava treh znanih alosteričnih mest katepsina K na encim DPPI je prikazana na sliki 45. Rdeči 
mesti 2 in 3 sta izpostavljeni topilu (oziroma mesto 0 in 4 [79]). Mesto 4 pobarvano z rumeno barvo je 
na stiku podenot (oziroma mesto 6 [79]). Posledično lahko pričakujemo da bi spojine, ki bi se vezale 
na to mesto imele različne afinitete pri DPPItet in DPPImono. Vsa tri mesta so v tetrameru prisotna v 
štirih kopijah po eni na podenoto. Poleg teh mest smo ciljali tudi preostala alosterična mesta na 
katepsinu K [79], ki so dostopna tudi v DPPItet in tako prišli do vijoličnega mesta 1 (oziroma 5 [79]), ki 
tvori skupaj z mestom 2 podaljšan vezavni žep.     
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Slika 45: Shematski prikaz tetramera DPPI z označenim aktivnim mestom in štirimi potencialnimi 
alosteričnimi mesti. Mesta označena z rumeno in rdečo smo dobili s statistično analizo sklopitev proteinskih 
sektorjev katepsina K in jih nato preslikali na DPPI, ker veljajo za vso družino cisteinskih katepsinov. Vijolično 
mesto smo dobili neodvisno, s podaljšanjem vezavnega žepa od rdečega mesta. Vse štiri podenote tetramera 
imajo svojo barvo, sivo, svetlo sivo, modro in svetlo modro. S puščicami so onačena aktivna mesta. Slika je 
narejena s programom UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B. 
 
 
Rumenemu mestu, ki v katepsinu K veže malomolekulska liganda NSC13345 in NSC94914 [79], smo 
po identifikaciji alosteričnega inhibitorja tudi spremenili aminokislinsko zaporedje z mestno 
specifično mutagenezo.  
 
 
4.2.2. Modifikatorji  
4.2.2.1. 5-metil-3-pirazol amin (MPA) 
Za 5-metil-3-pirazol amin (MPA) smo glede na to, da vsebuje gvanidinijevo skupino v svoji strukturi, 
predvidevali da deluje kot linearen kompetitiven inhibitor, a se je po titraciji DPPItet z MPA (slika 46) 
izkazalo, da se titracijske krivulje ne približujejo vrednosti 0, torej deluje kot hiperboličen modifikator. 
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Slika 46: Titracijske krivulje inhibicije DPPItet z MPA. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili 
substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 20, 50, 100, 150 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri konstantni temperaturi 25 °C. 
 
 
Za diagnozo mehanizmov interakcije smo skonstruirali diagrama specifičnih hitrosti za obe obliki 
DPPI (slika 47). Iz oblike diagramov in podatkov iz sekundarnih diagramov (slika 48) smo ugotovili, 
da MPA deluje na obe obliki kot hiperboličen mešan modifikator z dvojnim vplivom inhibicije 
oziroma aktivacije, odvisno od koncentracije substrata. Za DPPItet smo določili vrednost koeficientov 
β = 1,35 ± 0,1 in α = 3,8 ± 0,5. Pri DPPImono smo po enakem postopku določili vrednost koeficientov β 
=1,25 ± 0,13 in α = 3,45 ± 0,81 (slika 48). Inhibicija z MPA pri obeh oblikah DPPI torej sledi 
mehanizmu mešane inhibicije/aktivacije s kombinacijo koeficientov α > β > 1. Vrednost Ki smo z 
nelinearno regresijo izračunali iz titracijskih krivulj z uporabo modela splošnega mehanizma 
modifikatorjev in vrednosti koeficientov α in β izračunanih iz diagramov specifičnih hitrosti. Določena 
vrednost za DPPItet znašala (253 ± 25) µM  za DPPImono pa (256 ± 29) µM. Podobne mehanizme 
modifikacije smo v našem laboratoriju predhodno identificirali pri mnogih modifikatorjih katepsina K 
[80].  
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Slika 47: Diagram specifičnih hitrosti vpliva MPA na DPPItet (A) in DPPImono (B). Za merjenje encimske 
aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 25, 50, 100, 150 in 200 µM) in pufer 50 mM 
NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C, 
uporabljene koncentracije inhibitorjev so prikazane na diagramih. 
 
 
 
Slika 48: Sekundarni diagram inhibicije DPPItet (A) in DPPImono (B) z MPA. Vrednosti za sekundarni 
diagram smo dobili z ekstrapolacijo krivulj diagrama specifičnih hitrosti.   
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4.2.2.2. S-[(2-gvanidino-4-tiazoil)metil] izotiourea 
Tudi S-[(2-gvanidino-4-tiazoil)metil] izotiourea (GTMI) ima v svoji strukturi gvanidinijevo skupino, 
in je znan inhibitor aktivnosti katepsinov K, L, S in V [102, 103, 104].  Titracijske krivulje za DPPItet 
so padale na 0, torej je spojina linearni inhibitor (slika 49 A). Titracijske krivulje smo najprej opisali z 
logistično enačbo s štirimi parametri in za različne vrednosti σ dobili vrednosti EC50 med (779 ± 139) 
µM in (1342 ± 213) µM. Vrednosti ne naraščajo ali padajo v trendu, kar nakazuje na mehanizem 
nekompetitivne inhibicije oz. mešane inhibicije s primerljivo afiniteto do prostega encima in encim-
substrat kompleksa (Kic ~ Kiu). Poleg tega je afiniteta spojine nizka, tako da ni izključeno, da so 
prisotni pri višjih koncentracijah substrata tudi nespecifični efekti. Titracijske krivulje smo nato 
ujemali še z enačbo za linearno nekompetitivno inhibicijo in dobili vrednost Ki = (1120 ± 82) µM.  
Mehanizem delovanja GTMI na DPPItet smo preverili še z uporabo diagrama specifičnih hitrosti (slika 
49 B), ki ni prikazal jasnega trenda padanja oz. naraščanja premic, kot smo jo predvidevali. 
 
 
 
Slika 49: Titracijske krivulje inhibicije DPPItet z GTMI (A) in diagram specifičnih hitrosti (B). Za merjenje 
encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 20, 50, 100, 150 in 200 µM) in pufer 
50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C, 
uporabljene koncentracije inhibitorja so prikazane na diagramu. 
 
Interakcija GTMI z DPPImono je bila že predhodno okarakterizirana in sicer je GTMI vplivala na 
aktivnost encima po mehanizmu linearne akompetitivne inhibicije z vrednostjo Kiu = (640 ± 200) µM 
[96]. Mi smo na novo narejeni titracijski krivulji DPPImono prilegali enačbo za linearno nekompetitivno 
inhibicijo in dobili vrednost Ki = (439 ± 26) µM (slika 50). V vsakem primeru ti rezultati kažejo, da 
GTMI različno deluje na obe obliki DPPI, je pa njena afiniteta vezave nizka, kar otežuje natančnejšo 
karakterizacijo interakcije. 
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Slika 50: Titracijska krivulja DPPImono z GTMI. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-
Gly-Phe-AMC s koncentracijo 100 µM in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C.  
 
 
4.2.2.3. Ronidazol 
Pri umeščanju knjižnice spojin Inštituta za raziskave rakavih obolenj (NCI) s programsko opremo 
Dock smo kot zadetek za mesto 4, ki se nahaja na stiku podenot znotraj tetramera, našli spojino 
bamnidazol (slika 51).  
 
 
Slika 51: Prikaz vezave spojine bamnidazol na alosterično mesto 1 na DPPI. Površina je pobarvana glede na 
naboj. Slika je bila narejana s programom UCSF Chimera1.13.1, PDB ID: 1K3B.  
 
Natančneje smo okarakterizirali komercialno dostopen, cenovno bolj ugoden analog bamnidazola, 
ronidazol. Pri testiranju vpliva ronidazola na aktivnost DPPItet smo iz titracijskih krivulj in analize le-
teh z logistično enačbo ugotovili, da je spojina linearen inhibitor, torej je vinf = 0, vendar pa za popolno 
inhibicijo potrebujemo zelo visoko koncentracijo inhibitorja (slika 52). Po analizi diagrama specifičnih 
hitrosti za inhibicijo DPPItet z ronidazolom smo zaključili, da spojina deluje po mehanizmu linearne 
mešane inhibicije (kot GTMI) s prevladujočo akompetitivno komponento (α = 0,44  ± 0,16, slika 53 
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A), medtem ko za inhibicijo DPPImono velja da inhibitor deluje bolj po principu linearne mešane 
inhibicije z uravnoteženim karakterjem (α = 0,79 ± 0,21, slika 53 B).  
Titracijske krivulje smo ujemali še z enačbo za linearno mešano inhibicijo in dobili vrednosti Kic (je 
enaka kot Ki) in Kiu za obe obliki. Konstanta Kiu opiše konstanto inhibicije kompleksa encim+substrat. 
V primeru DPPItet je vrednost Kiu = (523± 94) µM, za DPPImono pa je (811 ± 222) µM. Ki vrednost za 
DPPItet = (1181 ± 250) µM, za encim DPPImono = (700 ± 93) µM.  
 
 
 
Slika 52: Primerjava inhibicije encimske aktivnosti DPPI z ronidazolom. (A) Inhibicija encimske aktivnosti 
DPPItet. (B) Inhibicija encimske aktivnosti DPPImono.  Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-
Gly-Phe-AMC (koncentracije 50, 100 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 
mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C. 
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Slika 53: Diagram specifičnih hitrosti inhibicije DPPI z ronidazolom. Za merjenje encimske aktivnosti smo 
uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 50, 100 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C, uporabljene koncentracije 
inhibitorja so navedene na diagramu. 
 
Karakterizacija delovanja ronidazola je sicer težka, ker spojina absorbira pri merjenih valovnih 
dolžinah in ima poleg tega tudi nizko afiniteto, zato ni izključena tudi  prisotnost dodatnih 
nespecifičnih efektov, ki pa jih žal nismo mogli določiti. 
 
4.2.2.4. H-Gly-Gly-Tyr-Arg-OH 
Za tetrapeptid H-Gly-Gly-Tyr-Arg-OH je znano da reverzibilno inhibira papain [105]. V okviru tega 
dela smo preverili njegov inhibitorni učinek na DPPI, saj je po uvodnih rezultatih molekulskega 
umeščanja kazalo, da bi se spojina lahko vezala na alosterično mesto med podenotami. Na slikah 
54,55 in 56 je prikaz titracijskih krivulj, diagrama specifičnih hitrosti in sekundarnega diagrama 
inhibicije encima DPPImono in DPPItet s tetrapeptidom. Titracijske krivulje se ne približujejo vrednosti 
0, kar je lastnost hiperboličnih inhibitorjev (slika 54).  
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Slika 54: Titracijske krivulje inhibicije DPPItet (A) in DPPImono (B) z H-Gly-Gly-Tyr-Arg-OH. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C, koncentracijah substrata H-Gly-Phe-AMC 50, 100 in 200 µM in v reakcijskem pufru 50 mM 
NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT.   
 
 
Ki vrednost za DPPItet = (459 ± 58) µM, za encim DPPImono = (488 ± 98) µM. Konstanti inhibicije sta v 
obeh primerih podobni, vendar pa se zanimivo premice na grafu specifičnih hitrosti sekajo levo od 
vrednosti x = 1 (slika 55). Iz ekstrapoliranih vrednosti krivulj grafa specifičnih hitrosti smo dobili 
vrednosti a in b, ter narisali sekundarni diagram (slika 56).    
 
Vrednosti koeficientov α in β nakazujeta na možnost hiperbolične kompetitivne inhibicije. Za DPPItet 
smo določili vrednost koeficientov β = 1,77 ± 0,24 in α = 5,04 ± 0,65. Pri DPPImono smo po enakem 
postopku določili vrednost koeficientov β = 1,36 ± 0,12 in α = 3,42 ± 0,61. Vrednosti Ki pa se 
vendarle ne razlikujeta med obema oblikama encima, tako da za ta inhibitor ne moremo z gotovostjo 
trditi na katero mesto na površini encima se veže. 
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Slika 55: Graf specifičnih hitrosti DPPI v prisotnosti H-Gly-Gly-Tyr-Arg-OH. (A) Inhibicija encima 
DPPItet. (B) Inhibicija encima DPPImono. Meritve smo izvajali pri 25 °C, koncentraciji substrata H-Gly-Phe-AMC 
je 50, 100 in 200 µM in v reakcijskem pufru 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 
5 mM DTT. Uporabljene koncentracije inhibitorja so navedene na diagramu. 
 
 
 
Slika 56: Sekundarni diagram inhibicije encimske aktivnosti DPPItet (A) in DPPImono z H-Gly-Gly-Tyr-
Arg-OH. Vrednosti koeficientov α in β smo določili iz presečišč premic z y-osjo.  
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4.2.2.5. Klorogenska, kofeinska in kininska kislina  
Spojino cinarin smo z umeščanjem knjižnice inštituta NCI s programom Dock dobili kot zadetek za 
alosterično mesto 1 (slika 57).  
 
 
Slika 57: Prikaz vezave spojine cinarin na alosterično mesto 1 na DPPI. Površina je pobarvana glede na 
naboj. Slika je bila narejana s programom UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B. 
 
Cinarin smo testirali, vendar smo se zaradi šibke afinitete in pomanjkanja spojine osredotočili na njej 
sorodne spojine. Kemično gledano je cinarin 1,5-dikafeoilkininska kislina, torej diester dveh 
kofeinskih kislin in kininske kisline. Soroden je klorogenski kislini (3-kafeoilkininska kislina), ki je 
pogost rastlinski metabolit, po kemijski sestavi pa je ester kofeinske in kininske kisline. 
Okarakterizirali smo vpliv vseh treh spojin (klorogenske, kofeinske in kininske kisline) na encima 
DPPItet in DPPImono. Meritve s klorogensko kislino smo korigirali zaradi rahle absorbance spojin v 
valovnem območju kinetičnih meritev. Titracijske krivulje obeh oblik DPPI s klorogensko kislino 
padajo proti 0, torej je linearni inhibitor. Krivulje smo lahko direktno prilegali z enačbo splošnega 
mehanizma modifikatorjev in tako dobili mehanizem inhibicije ter vrednosti Ki za DPPItet = (427 ± 40) 
µM, za DPPImono pa = (363 ± 43) µM (sliki 58 A in 58 B).  
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Slika 58: Titracijske krivulje inhibicije DPPItet (A) in DPPImono (B) ter diagram specifičnih hitrosti za 
DPPItet (C) in DPPImono (D) s klorogensko kislino. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-
Gly-Phe-AMC (koncentracije 25, 50, 100, 150 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM 
NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C. Uporabljene koncentracije inhibitorja so 
navedene na diagramu.  
 
Ugotovili smo, da klorogenska kislina na obe obliki DPPI deluje kot linearen mešan inhibitor s 
prevladujočim akompetitivnim karakterjem, kot spojini GTMI in ronidazol. To smo potrdili tudi s 
predstavitvijo podatkov v obliki diagrama specifičnih hitrosti, kjer smo dobili premice z blagim 
trendom padanja v levo (sliki 58 C in 58 D). Vrednosti koeficienta α sta bili za DPPItet 0,62 ± 0,13, za 
DPPImono pa 0,76 ± 0,22. Titracijske krivulje smo ujemali še z enačbo za linearno mešano inhibicijo in 
dobili vrednosti Kic (je enaka kot Ki) in Kiu za obe obliki. V primeru DPPItet je vrednost Kiu = (263 ± 
33) µM, za DPPImono pa je (274 ± 50) µM.   
 
Po opredelitvi mehanizma inhibicije s klorogensko kislino, smo analizirali še njene posamezne dele, 
kofeinsko in kininsko kislino. Meritve s kofeinsko kislino smo korigirali zaradi rahle absorbance 
spojin v valovnem območju kinetičnih meritev. Titracijske krivulje DPPI s kofeinsko kislino so padale 
proti 0, torej je inhibitor linearen (β = 0). Na sliki 59 A je prikaz diagrama specifičnih hitrosti 
inhibicije DPPItet s kofeinsko kislino. Iz presečišča premic v točki (0,1) smo ugotovili, da se kofeinska 
kislina obnaša kot linearni akompetitivni inhibitor, (α → 0, Ki → ∞).   
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Slika 59: Diagram specifičnih hitrosti inhibicije DPPItet (A) in titracija DPPImono (B) s kofeinsko kislino. Za 
merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 25, 50, 100, 150 in 200 
µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo 
izvajali pri 25 °C. Koncentracija inhibitorja je bila 50, 200, 400, 600 in 1000 µM. 
 
Konstanta Kiu je za DPPItet znašala (238 ± 10) µM. Z enačbo za linearno akompetitivno inhibicijo smo 
analizirali tudi titracijsko krivuljo inhibicije DPPImono s to spojino, vrednost konstante Kiu pa je bila 
151 ± 17 µM (slika 59 B).  
Po titraciji DPPI s kininsko kislino smo ugotovili da le-ta nima nobenega vpliva na aktivnost DPPItet in 
DPPImono (slika 60).   
 
 
Slika 60: Titracija DPPItet (A) in DPPImono (B) s kininsko kislino. Za merjenje encimske aktivnosti smo 
uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC s koncentracijo 100 µM in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 
mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C.  
 
Testiranje kofeinske in kininske kisline je torej pokazalo, da kofeinska kislina deluje kot linearni 
akompetitivni inhibitor, kininska kislina pa na aktivnost encima nima vpliva. Iz teh rezultatov lahko 
zaključimo, da je aktivni del klorogenske kisline kofeinska kislina in da je afiniteta same klorogenske 
kisline manjša od kofeinske kisline. 
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4.2.2.6. Derivati sukcinimida in His 
Pri testiranju knjižnice spojin, ki jih je sintetizirala Tjaša Goričan (Katedra za biokemijo, UL FKKT) v 
sodelovanju s sodelavci Katedre za organsko kemijo UL FKKT, in ciljajo znano alosterično mesto 
katepsina K (mesto 4 na DPPI), smo identificirali Su-His-OMe (metil (2,5-dioksopirolidin-3-il)-L-
histidinat) in Su-His-NH2 ((2S)-2-((2,5-dioksopirolidin-3-il)amino-3-(1H-imidazol-5-il)propanamid)), 
ki sta vplivali na aktivnost DPPI. Čeprav sta si spojini sorodni, razlikujeta se le v v tem, da je v Su-
His-NH2 metilni ester spremenjen v amid, sta imeli različne učinke na aktivnost DPPI. Su-His-OMe 
smo računalniško umestili na DPPItet in DPPImono (mesto 4) s programom AutoDock Vina (slika 61). 
Na sliki je razvidno, da je zaradi kanala, ki nastane zaradi oligomerne strukture omogočena boljša 
vezava spojine na to mesto, kar so nam potrdili tudi rezultati umeščanja. Računalniško določena Kd je 
za DPPItet znašala 17 µM, za DPPImono pa 593 µM.  
 
 
Slika 61: Prikaz vezave Su-His-OMe na DPPItet in DPPImono. Slika je bila narejena s programom UCSF 
Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B.   
 
 
Titracija DPPItet in DPPImono s spojino Su-His-OMe je pokazala, da slednja deluje kot delni inhibitor 
obeh oblik, pri nasičenju s spojino je preostala encimska aktivnost znašala okoli 60 % neinhibirane 
hitrosti pri DPPItet oziroma 40 % pri DPPImono. Po titraciji divjega tipa DPPI iz sesalskega in 
bakterijskega ekspresijskega sistema smo določili različni vrednosti EC50, in sicer je bila v primeru 
DPPImono določena vrednost EC50 = (618 ± 182) µM skoraj trikrat večja kot pri DPPItet kjer je znašala 
(215 ± 72) µM (slika 62).  
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Slika 62: Titracija obeh oblik encima DPPI s spojino Su-His-OMe. (A) Titracija DPPItet. (B) Titracija 
DPPImono. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC s koncentracijo 100 µM in 
pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 
25 °C.  
 
Mehanizem delovanja spojine smo določili za DPPItet. Graf specifičnih hitrosti inhibicije DPPItet s 
spojino Su-His-OMe (slika 63) je pokazal mehanizem, ki ga lahko opišemo kot hiperbolično 
kompetitivno inhibicijo (presečišče premic v bližini točke (1,1), za katerega je značilna kombinacija 
koeficientov v splošnem mehanizmu modifikatorjev  α > 1, β = 1, kar pomeni, da spojina vpliva le na 
afiniteto encima do substrata. Iz sekundarnega diagrama smo vrednost koeficienta α določili kot 1,65 ± 
0,13. Vrednost parametra Ki izračunanega iz krivulj po ujemanju z splošnim mehanizmom 
modifikatorjev je (180 ± 34) µM za DPPItet in (468 ± 122) µM za DPPImono, pod predpostavko, da 
spojina na monomerno obliko vpliva z enakim mehanizmom inhibicije.  
 
 
Slika 63: Diagram specifičnih hitrosti inhibicije DPPI s spojino Su-His-OMe. Za merjenje encimske 
aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 25, 50, 100, 150 in 200 µM) in pufer 50 mM 
NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C, 
uporabljene koncentracije inhibitorja so navedene na diagramu. 
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4.2.2.6.1. Mestno specifična mutageneza 
Ker smo za spojino Su-His-OMe predvideli, da se veže na mesto homologno alosteričnem mestu 
katepsina K (rumeno mesto 4 na sliki 46), ki je tudi edino predvideno alosterično mesto, ki se med 
oblikama DPPI razlikuje smo pripravili mutantne oblike DPPImono, ki imajo zamenjane posamezne 
ostanke alosteričnega mesta, in sicer Lys337Ala, Glu333Ala, Arg419Ala, Arg419Glu, Tyr388Ala, Tyr 
388Leu, Tyr388Trp in Asp397Lys (slika 64). Ostanka Tyr388 in Arg419 sta del ohranjenega 
proteinskega sektorja in sodelujeta v prenosu alosteričnega signala. 
 
 
 
Slika 64: Prikaz potencialnega alosteričnega mesta, na podlagi homologije s katepsinom K. (A) Prikaz 
oddaljenosti potencialnega alosteričnega mesta od aktivnega mesta na encimu DPPI. (B) Približan prikaz 
alosteričnega mesta z označenimi pomembnejšimi aminokislinskimi ostanki. Slika je bila narejena s programom 
UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B. 
 
S spojino Su-His-OMe smo titrirali tudi vseh osem mutantnih oblik encima DPPI pripravljenih v 
bakterijskem ekspresijskem sistemu. Iz eksperimentalno določenih vrednosti EC50 lahko vidimo 
(tabela 16 in slika 65), da ima večina mutantnih oblik spremenjen odziv na spojine Su-His-OMe. 
Mutacija Tyr388Trp ima zaradi podobnosti tirozina in triptofana najmanjši vpliv. Mutaciji Lys337Ala 
in Glu333Ala imata po rezultatih znižano vrednost EC50, kar pomeni, da spojina deluje bolje, medtem 
ko ostale zvišajo EC50 torej spojina deluje slabše.  
Hkrati je pri vseh titracijskih krivuljah oblik z bistveno znižano afiniteto težko oceniti asimptoto 
krivulj oziroma hitrost ob nasičenju s spojino vinf. Vrednosti vinf določene z nelinearno regresijo 
znašajo v vseh primerih nič, kar je bila tudi nastavljena omejitev pri nelinearni regresiji. To je lahko 
posledica premajhnega znižanja aktivnosti znotraj območja uporabljenih koncentracij ali pa dodatnih 
interakcij spojine z encimom, npr. z aktivnim mestom, pri visokih koncentracijah le-te. V kolikor bi 
hoteli bolj natančno karakterizacijo spojine Su-His-OMe bi morali določiti Km vrednosti mutantnih 
oblik DPPI in mehanizem delovanja spojine na vsako izmed njih. 
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Tabela 16: Vrednosti EC50 za mutantne oblike DPPImono pri titraciji s spojino Su-His-OMe.  
Mutantna oblika DPPImono Vrednost EC50 
Glu333Ala 195 ± 114 µM 
Lys337Ala 43 ± 52 µM 
Arg419Ala 1933 ± 3030 µM 
Arg419Glu 1818 ± 629 µM 
Tyr388Ala 2769 ± 880 µM 
Tyr388Leu 1563 ± 885 µM 
Tyr388Trp 417 ± 229 µM 
Asp397Lys 1262 ± 200 µM 
  
 
 
 
Slika 65: Prikaz titracijskih krivulj mutantnih oblik DPPI s Su-His-OMe. Na vsakem grafu je poleg krivulje 
podana eksperimentalno določena vrednost konstante EC50. Grafi aktivnosti mutantov v odvisnosti od 
koncentracije Su-His-OMe si sledijo v naslednjem vrstnem redu (A) mutantna oblika Glu333Ala, (B) mutantna 
oblika Lys337Ala, (C) mutantna oblika Arg419Ala, (D) mutantna oblika Arg419Glu, (E) mutantna oblika 
Tyr388Ala, (F) mutantna oblika Tyr388Leu, (G) mutantna oblika Tyr388Trp in (H) mutantna oblika Asp397Lys. 
Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracija 100 µM) in pufer 50 
mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C. 
 
Tudi spojino Su-His-NH2 smo testirali na vseh oblikah encima DPPI in dobili hiperbolično inhibicijo. 
S titracijo DPPItet in DPPImono smo eksperimentalno določili precej podobno vrednost EC50, prav tako 
pa pri titraciji mutantnih oblik nismo zaznali bistvenih sprememb v vrednostih EC50 (tabela 17, slika 
66). 
 
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
93 
 
 
Slika 66: Titracijske krivulje inhibicije DPPI s spojino Su-His-NH2. (A) Titracija DPPItet. (B) Titracija 
DPPImono. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 100 µM) in 
pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 
°C. 
 
 
Tabela 17: Vrednosti EC50 za mutantne oblike DPPImono pri titraciji s Su-His-NH2.  
 
Mutantna oblika DPPImono Vrednost EC50 
Glu333Ala 431 ± 137 µM 
Lys337Ala 415 ± 44 µM 
Arg419Ala 699 ± 165 µM 
Arg419Glu 620 ± 333 µM 
Tyr388Ala 548 ± 262 µM 
Tyr388Leu 162 ± 24 µM 
Tyr388Trp 464 ± 150 µM 
Asp397Lys 526 ± 134 µM 
  
 
 
 
 
 
  
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
94 
 
 
4.2.2.7. 2-[(3-nitrofenil)karbamoil]benzojska kislina 
Spojina 2-[(3-nitrofenil)karbamoil]benzojska kislina (NPCBA) je že znan alosterični inhibitor 
katepsina K, ki deluje po principu hiperbolične akompetitivne inhibicije [80]. Kot potencialni 
modifikator smo NPCBA testirali po umeščanju knjižnice spojin na alosterično mesto 3 (slika 67).  
 
 
Slika 67: Prikaz vezave NPCBA na alosterično mesto 3 na DPPI. Površina je pobarvana glede na naboj. Slika 
je bila narejana s programom UCSF Chimera 1.13.1, PDB ID: 1K3B. 
 
In silico izračunana ravnotežna konstanta Kd je znašala 130 µM.  Titracijske krivulje ne padejo na nič 
torej je inhibitor hiperboličen (slika 68). Mehanizem smo diagnosticirali z diagramom specifičnih 
hitrosti, ki je pokazal da je mehanizem delovanja NPCBA hiperbolična inhibicija/aktivacija (kot 
MPA), ni pa akompetitivni, kot je v primeru delovanja na katepsin K (α = β < 1, [80]).  
 
 
Slika 68: Titracijske krivulje inhibicije aktivnosti DPPItet z NPCBA.  Za merjenje encimske aktivnosti smo 
uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 25, 50, 100 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z 
dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C.  
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Slika 69: Diagram specifičnih hitrosti in sekundarni diagram inhibicije DPPItet z NPCBA. (A) Diagram 
specifičnih hitrosti inhibicije aktivnosti encima DPPItet z NPCBA. (B) Sekundarni diagram inhibicije DPPItet 
zNPCBA. Vrednosti za sekundarni diagram smo dobili z ekstrapolacijo krivulj diagrama specifičnih hitrosti. Za 
merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC (koncentracije 50, 100, 150 in 200 µM) in 
pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 mM DTT. Meritve smo izvajali pri 
25 °C, uporabljene koncentracije inhibitorja so navedene na diagramu. 
   
Vrednosti koeficientov α in β izračunani iz sekundarnega diagrama (slika 69) znašata α = 3,67 ± 0,5 in 
β = 1,87 ± 0,78. Izračunane vrednosti α in β smo uporabili za prileganje enačbe splošnega mehanizma 
modifikatorjev titracijskim krivuljam in izračunali vrednosti Ki za DPPItet = (161 ± 54) µM. V primeru 
DPPImono je NPCBA delovala po drugačnem mehanizmu, saj je njen inhibitorni učinek z naraščanjem 
koncentracije substrata naraščal (slika 70). S prileganjem splošnega mehanizma modifikatorjev 
eksperimentalnim točkam smo določili mehanizem hiperbolične mešane inhibicije z vrednostmi 
parametrov α = 0,7 ± 0,1, β = 0,47 ± 0,06 in Ki = (179 ± 48) µM. Za NPCBA lahko zaključimo, da se 
na obe obliki veže z enako afiniteto, mehanizem delovanja pa je različen.   
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Slika 70: Prikaz inhibicije aktivnosti encima DPPImono z NPCBA. Titracijske krivulje inhibicije aktivnosti 
encima DPPImono z NPCBA. Za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili substrat H-Gly-Phe-AMC 
(koncentracije 25, 100 in 200 µM) in pufer 50 mM NaOAc pH 5,5 z dodatkom 100 mM NaCl, 1 mM EDTA in 5 
mM DTT. Meritve smo izvajali pri 25 °C. 
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5. Diskusija 
Najbolj preučena fiziološka vloga DPPI je aktivacija efektorskih serinskih peptidaz celic imunskega 
odziva [55, 56, 57, 58]. DPPI tako posredno sodeluje v razvoju in napredovanju različnih bolezenskih 
stanj, zato je obetavna tarča za razvoj zdravilnih učinkovin. DPPI je poseben encim znotraj družine 
papainu podobnih cisteinskih katepsinov, saj je v aktivni obliki tetramer [31], medtem ko so ostali 
monomerne oblike. Uspelo nam je izraziti človeški rekombinantni DPPI v sesalskem (HEK293T - 
DPPItet) in bakterijskem (E. coli - DPPImono) ekspresijskem sistemu, aktivni obliki pa sta se razlikovali 
v oligomerni obliki, DPPItet je bil aktiven kot tetramer, DPPImono pa kot monomer. Po tem uvodnem 
opažanju smo začetni del raziskave namenili raziskovanju oligomerne strukture DPPI oziroma razlik 
med encimoma. Skupaj smo iz kinetičnih meritev na obeh oblikah DPPI s substratom H-Gly-Phe-
AMC zaključili, da je aktivnost encimov podobna, razlikujeta se predvsem v pretvorbenem številu kcat,, 
ki neposredno nakazuje na slabšo katalitično aktivnost tetramera,  in kinetiki vezave ireverzibilnega 
inhibitorja E-64, ki sovpada s podatki o kcat. Monomerno obliko encima so že izolirali iz kvasnih celic 
P. pastoris, in jo tudi uspešno aktivirali [84]. Tudi za enega izmed treh ortologov DPPI v enoceličnem 
parazitu Plasmodium falciparum, DPAP1, so ugotovili, da je aktiven v monomerni obliki [106]. 
Skupno torej lahko rečemo, da oligomerna struktura DPPI ni nujna za njegovo aktivnost in da se je v 
evoluciji pojavila kasneje kot sam dodatek izključitvene domene. Predvidevamo, da je to tega prišlo 
znotraj živalske linije. 
Podatki o vrednostih parametra kcat za homologe DPPI iz različnih virov in substrate na osnovi 
dipeptida Gly-Phe, objavljeni v literaturi se precej razlikujejo, od vrednosti približno 50 s-1 za H-Gly-
Phe-AMC pri rekombinantnem človeškem DPPI [107] in nativnem govejem DPPI [108], do vrednosti 
3,66 s-1 za rekombinantni človeški DPPI za enak substrat z nekoliko spremenjenim fluoroforjem NH2-
Gly-Phe-ACC [109]. Najbolj se razlikujejo objavljene vrednosti parametra kcat za substrat Gly-Phe-
MNA. V reakcijskem pufru z dodatkom 100 mM NaCl je vrednost kcat za nativen človeški DPPI 8,5 s
-1 
[8], v reakcijskem pufru z dodatkom 50 mM NaCl znaša 91 s-1 [37], medtem ko v drugi študiji 
poročajo o izjemno visokih vrednosti 150 s-1 za nativen človeški DPPI ter 750 s-1 za rekombinanten 
človeški DPPI [40]. V slednjem primeru, kjer se vrednosti kcat med dvema oblikama DPPI razlikujejo 
za kar 5-krat avtorji to pripisujejo različnim stopnjam procesiranja in glikozilacije encimov. V našem 
primeru DPPImono ni glikoziliran, kar bi lahko bila razlaga za višji kcat.  
Preučevanje pomembnosti oligomerne strukture DPPI smo nadaljevali s pripravo DPPI brez 
izključitvene domene (DPPIΔEX). Po neupešni aktivaciji s katepsinom L, kjer je aktivnost hitro 
narasla, pa potem takoj izginila, smo DPPIΔEX poskusili aktivirati z nakisanjem in dodatkom pepsina. 
Aktivacija je uspela, DPPIΔEX pa je cepil substrate značilne za karakterizacijo in merjenje aktivnosti 
endopeptidaz. O endopeptidazni aktivnosti DPPI so že poročali [21], vendar pa so določili, da je 
močno odvisna od kloridnih ionov, kar je v nasprotju z našimi ugotovitvami, da aktivnost DPPIΔEX ni 
v tolikšni meri odvisna od koncentracije kloridnih ionov kot DPPI. V tej študiji so ugotovili, da se pri 
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DPPI med seboj kompetitivno inhibirata endo (Z-Phe-Arg-AMC) in eksopeptidazna (Gly-Phe-pNA) 
aktivnost, kar so potrdile enake vrednosti konstante za inhibicijo eksopeptidzne aktivnosti s 
substratom Z-Phe-Arg-AMC in Km izmerjen za DPPI in ta substrat. Ugotovili so tudi, da verjetno 
DPPI uporablja isto aktivno mesto za razgradnjo obeh substratov. Glede na to, da so uporabljali encim 
izoliran iz goveje vranice, ne moremo popolnoma izključiti kontaminacije vzorca s katepsinom L ali 
katero drugo endopeptidazo, ki cepi enak substrat. Pri simulaciji eksperimenta kjer smo testirali 
izključevanje endo in eksopeptidazne aktivnosti, smo prišli do podobnih rezultatov, DPPItet je padla 
eksopeptidazna aktivnost ob dodatku Z-Phe-Arg-pNA in obratno smo nižjo endopeptidazno aktivnost 
zaznali ob dodatku H-Gly-Phe-pNA (rezultati niso prikazani). Enake ugotovitve smo zabeležili pri 
testiranju DPPImono, pri DPPIΔEX pa eksperiment ni bil izvedljiv saj zaradi odsotnosti izključitvene 
domene težko govorimo o eksopeptidazni aktivnosti, poleg tega encim zelo slabi cepi H-Gly-Phe-
AMC. Pred našimi meritvami peptidazne aktivnosti DPPI smo sicer aktivacijsko mešanico očistili z 
gelsko filtracijo, vendar pa ne moremo popolnoma izključiti prisotnosti katepsina L. Wolters in sod. 
[22] so odkrili endopeptidazno aktivnost DPPI v zunajceličnem matriksu (ZCM), kjer je cepil 
fibronektin in kolagen tipa I, III in IV, vendar pa z nižjo aktivnostjo kot druge peptidaze ki 
razgrajujejo proteine v ZCM. Tudi mi smo opazili slabšo aktivnost DPPIΔEX pri razgradnji 
makromolekulskih substratov glede na druge testirane endopeptidaze. Glede na dobljene podatke 
predvidevamo, da so endopeptidazno aktivnost DPPI izmerili na samostojno aktivni katalitični 
podenoti, ki lahko pod določenimi pogoji nastane z razpadom strukture.  
Za DPPI je znano, da je njegova aktivnost odvisna od koncentracije kloridnih ionov [46-48]. Najprej 
so predvidevali da je vezava kloridnih ionov na DPPI kooperativna [48], to pa so nato ovrgli [46]. 
Naši rezultati niso potrdili kooperativnosti vezave kloridnih ionov ali drugih alosteričnih efektov 
regulacije med podenotami, smo pa opazili znaten padec aktivnosti pri visokih koncentracijah 
kloridnih ionov, čeprav do sedaj inhibicija s kloridnimi ioni ni bila objavljena [48]. Z meritvami 
odvisnosti aktivnosti DPPI od koncentracije kloridnih ionov smo določili optimalno koncentracijo za 
aktivnost 100 mM NaCl, Km pa smo izmerili pri različnih koncentracijah soli (1 mM, 100 mM in 1 M 
NaCl). Vrednosti kcat pri koncentracijah 100 mM in 1M se nista bistveno razlikovali, medtem ko je 
vrednost Km pri visoki koncentraciji soli narastla za približno 30 %. Vrednost Km pri nizki 
koncentraciji soli naraste za približno 7-krat, hkrati pa naraste tudi kcat, a bistveno manj. Rezultati 
sovpadajo z vsem kar je znanega o tem, da DPPI potrebuje kloridne ione za svojo aktivnost [46-48]. 
Raziskavo smo nadaljevali v smeri iskanja alosteričnih modifikatorjev aktivnosti DPPI. Primerjava 
vpliva modifikatorjev na tetramerno in monomerno obliko DPPI nam je služila kot indikacija, ali se 
modifikatorji vežejo na mesta, ki so v tetrameru izpostavljena topilu ali na stik med podenotami. S 
preslikavo potencialnih alosteričnih mest katepsina K [79] na strukturo DPPI smo identificirali štiri 
potencialna alosterična mesta, na katera smo in silico molekulsko umeščali knjižnice malih spojin. 
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Glede na to, da so evolucijsko ohranjeni proteinski sektorji, tj. omrežja za prenos komunikacije, je 
logično predpostavljati tudi, da so ohranjena alosterična mesta.  
Celokupno smo identificirali in okarakterizirali 11 spojin. V primerjavi s katepsinom K, kjer je bila 
večina identificiranih modifikatorjev hiperboličnih [79, 80], je diverziteta kinetičnih mehanizmov pri 
DPPI večja in vključuje tudi linearno mešano in linearno akompetitivno inhibicijo. Vezavna mesta je 
treba še potrditi, glede na kinetične parametre pa se spojine ne vežejo v aktivno mesto.  
Pri karakterizaciji spojin nas je zanimalo tudi katere med njimi imajo različen vpliv na DPPImono in 
DPPItet. Tako obnašanje bi lahko bilo posledica razlik v mehanizmih prenosa alosteričnih signalov ali 
pa vezave spojine na stik med podenotami. 
Prva takšna spojina je Su-His-OMe, ki izvira iz knjižnice spojin, ki jih je sintetizirala Tjaša Goričan in 
ciljajo na alosterično mesto 4 cisteinskih katepsinov, ki je pri DPPI tudi edino izmed potencialnih 
alosteričnih mest, ki se med oblikama DPPI razlikuje, hkrati pa je že potrjeno alosterično mesto 
katepsina K [79]. Spojina je v obeh primerih delovala kot hiperboličen inhibitor je pa imela skoraj 
trikrat boljšo afiniteto za DPPItet, kar se sklada z dodatnimi kontakti z izključitveno domeno sosednje 
podenote v tetrameru, napovedanimi z molekulsko umestitvijo. 
Druga spojina s tako aktivnostjo je GTMI. Pri DPPItet smo iz titracijskih krivulj in diagrama 
specifičnih hitrosti lahko razbrali, da gre za mehanizem nekompetitivne inhibicije oz. mešane 
inhibicije s primerljivo afiniteto do prostega encima in encim-substrat kompleksa (Kic ~ Kiu), vrednosti 
EC50 po prileganju logistične enačbe titracijskim krivuljam pa so bile približno dvakrat večje kot pri 
DPPImono, enako razberemo iz vrednosti Ki po prileganju krivulje za linearno nekompetitivno inhibicijo 
(Ki za DPPItet = (1120 ± 82) µM za DPPImono = (439 ± 26) µM). Karakterizacijo mehanizma vpliva 
GTMI na DPPImono je preučevala že magistrantka Tina Snoj [100] in dobila vrednost Ki (640 ± 200) 
µM, spojina pa naj bi delovala kot linearni akompetitivni inhibitor. Na podlagi vseh podatkov lahko 
trdimo, da je GTMI inhibitor, ki ima različen vpliv na DPPItet in DPPImono, otežuje pa natančnejšo 
karakterizacijo zaradi slabe afinitete. GTMI je tudi modifikator aktivnosti nekaterih drugih cisteinskih 
katepsinov. Mehanizem inhibicije, določen za vpliv GTMI na katepsin K je hiperbolična kompetitivna 
inhibicija s Ki je (60 ± 4) µM [102]. Pri katepsinu L, je delovala po kompleksnem mehanizmu, 
katerega ni bilo mogoče natančno določiti, vrednost IC50 pa je znašala (180 ± 50) µM [103]. Pri 
katepsinu V je GTMI delovala kot hiperbolični mešani modifikator z dvojnim vplivom (inhibicije ali 
aktivacije) in Ki (170 ± 30) µM, medtem pa je pri katepsinu S delovala kot linearni mešani inhibitor s 
precej slabo afiniteto Ki je (1,1 ±0,1) mM [104].  
Podobno kot GTMI je tudi NPCBA že znana kot alosterični inhibitor, v tem primeru katepsina K [80]. 
NPCBA deluje na katepsin K kot hiperbolični akompetitivni inhibitor, pri DPPI pa se delovanje 
spojine razlikuje med DPPImono in DPPItet. Pri tetramerni obliki encima deluje po mehanizmu 
hiperbolične mešane inhibicije/aktivacije, pri monomeru pa je njen inhibitorni učinek z naraščanjem 
koncentracije substrata naraščal, iz vrednosti parametrov α in β pa smo določili mehanizem 
Rebernik M. Identifikacija in karakterizacija alosteričnih modifikatorjev dipeptidil-peptidaze I.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani. 2019. 
 
100 
 
hiperbolične mešane inhibicije. Vrednosti Ki sta bili za obe obliki encima podobni, in sicer Ki = (161 ± 
54) µM za DPPItet, za DPPImono pa = (179 ± 48) µM. Glede na računalniške napovedi naj bi se NPCBA 
v primeru DPPItet sicer vezala na mesto 3.  
Med zanimivejšimi modifikatorji je tudi klorogenska kislina. Klorogenska kislina je fenolna kislina, te 
pa so v zadnjem času vroča tema raziskav na račun njihovih antivnetnih in antioksidativnih lastnosti 
[110]. Preverili smo tudi aktivnost njenih posameznih delov, kofeinske in kininske kisline. Ugotovili 
smo, da klorogenska kislina deluje kot linearen mešan inhibitor z nekoliko prevladujočim 
akompetitivnim karakterjem na obe obliki DPPI. Po titraciji DPPI s kofeinsko in kininsko kislino smo 
zaključili, da inhibitorni karakter klorogenske kisline lahko pripišemo kofeinski kislini, saj kininska 
kislina sama ni imela vpliva na aktivnost DPPI. Kofeinsko kislino kot fleksibilen farmakofor opisujejo 
avtor Touaibia in sod. [111], uporaba pa je lahko različna od zdravilnih učinkovin do prehranskih 
dodatkov, aditivov in celo v kozmetične namene.  
Med hipotezami, ki so bile temelj doktorske disertacije smo zapisali, da predpostavljamo, da je DPPI 
alosterično reguliran encim ter da bomo identificirali prve alosterične modifikatorje tega encima. 
Identifikacija in karakterizacija takih spojin bi bil prvi korak k potencialnem razvoju alosteričnih 
inhibitorjev DPPI kot učinkovin za zdravljenje bolezni  povezanih s pretirano aktivnostjo DPPI, za 
katere še ni učinkovitega zdravila. Hipotezi smo potrdili, saj smo odkrili prve znane modifikatorje 
aktivnosti encima DPPI, ki glede na kinetične parametre na delovanje encima ne vplivajo z vezavo v 
aktivno mesto na enak način kot substrat, ampak po drugačnih mehazmih, torej potencialno 
alosterično.  Za enega izmed inhibitorjev (Su-His-OMe) pa smo s pomočjo mestno usmerjene 
mutageneze tudi dokazali mesto vezave na površini encima. Funkcijski pomen oligomerne strukture 
DPPI tudi po naši raziskavi ostaja neznan, smo pa pokazali, da nekateri modifikatorji različno delujejo 
na monomerno in tetramerno obliko, torej oligomerna struktura lahko igra vlogo v uravnavanju 
aktivnosti DPPI. nam navkljub našim naporom ostaja prikrit, nismo pa še izčrpali vseh idej o možnih 
poteh nadaljnjih raziskav v to smer.  
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6. Zaključek 
V sklopu raziskav, ki smo jih opravili na DPPI lahko zaključimo, da smo dosegli zastavljen cilj, in 
okarakterizirali več modifikatorjev aktivnosti DPPI, ki glede na kinetične mehanizme delovanja 
delujejo alosterično. S tem smo odkrili nekatera nova ogrodja za nadaljnji razvoj alosteričnih 
modifikatorjev DPPI. Podrobneje smo razdelali oligomerno strukturo DPPI. Podrobneje smo razdelali 
tudi oligomerno strukturo DPPI in pokazali, da ni nujna za encimsko aktivnost, lahko pa vpliva na 
njeno uravnavanje. 
 
Z raziskavami med doktorskim delom: 
 
•   smo dokazali da je rekombinantni človeški DPPI, izražen v bakterijskih celicah aktiven v 
monomerni obliki, 
 
•    smo eksperimentalno določili, da imata obe obliki encima podobne kinetične lastnosti, z 
izjemo katalitične aktivnosti (kcat) in posledično hitrosti vezave E-64, 
 
•    nismo okrili alosteričnih mehanizmov med podenotami s pomočjo raziskav povezanih z 
oligomerno strukturo DPPI, kar se sklada s preteklimi raziskavami,  
 
•  smo dokazali da uporaba sistema tetramer/monomer lahko pripomore h karakterizaciji 
alosteričnih modifikatorjev aktivnosti DPPI,  
 
•  smo identificirali prve modifikatorje, ki ne delujejo po kompetitivnem mehanizmu, torej niso 
ortosterični, 
 
•  smo identificirali in okarakterizirali več modifikatorjev, ki delujejo po kinetičnih mehanizmih 
alosteričnih inhibitorjev, za enega (Su-His-OMe) pa smo določili točno mesto vezave, 
 
•  smo uspešno izrazili in aktivirali katalitično podenoto DPPI brez izključitvene domene 
(DPPIΔEX) in jo okarakterizirali kot samostojno endopeptidazo. 
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